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I am not opposed to optimism, but I am fearful of the kind that comes from 
self-delusion. 
- Marvin Davis 
 
 




Les opiniâtres sont les sublimes. Qui n’est que brave n’a qu’un accès, qui 
n’est que vaillant n’a qu’un tempérament, qui n’est que courageux n’a 
qu’une vertu ; l’obstiné dans le vrai a la grandeur. Presque tout le secret 
des grands cœurs est dans ce mot : perseverando. La persévérance est au 
courage ce que la roue est au levier ; c’est le renouvellement perpétuel du 
point d’appui. 
 
Les travailleurs de la mer - Victor Hugo 
 
lt is not the critic who counts: not the man who points  out how the 
strong man stumbles or where the doer of deeds could have done 
better. The credit belongs to the man who is actually in the arena, 
whose face is marred by dust and sweat and blood, who strives 
valiantly, who errs and cornes up short again and again, because 
there is no effort without error or shortcoming, but who knows the great 
enthusiasms, the great devotions, who spends himself for a worthy 
cause; who, at the best, knows, in the end, the triumph of high 
achievement, and who, at the worst, if he fails, at least he fails while 
daring greatly, so that his place shall never be with those cold and timid 
souls who knew neither victory nor defeat. 
 
-Theodore  Roosevelt 
 
Just as the constant increase of entropy is the basic law of the universe, so it 
is the basic law of life to be ever more highly structured and to struggle 
against entropy 
 
- Vaclav Havel 
 
L’essentiel pour le bonheur de la vie, c’est ce que l’on a en soi-même 
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Le récepteur à chimiokine CXCR4 est à ce jour l’un des récepteurs couplés 
aux protéines G les plus étudiés. Le CXCL12, sa chimiokine endogène induit  
l’activation de plusieurs voies de signalisation cruciales à plusieurs processus 
physiologiques. Par ailleurs, dans de nombreux processus pathologiques 
comme le cancer, le récepteur CXCR4 et/ou son ligand endogène sont 
surexprimés et facilite la dissémination et le maintien de conditions 
favorables à la prolifération cancéreuse. Afin d’étudier le récepteur CXCR4 
et sa signalisation, notre approche vise à développer des ligands ciblant le 
CXCR4 en se basant sur CXCL12. Par des études de relation structure-
activité et du design rationnel, nous avons conçu des chimères du CXCR4. 
Ces outils pharmacologiques nous permettent de mieux extraire les 
déterminants structuraux impliqués dans l’activation du CXCR4 mais aussi 
d’étudier les voies de signalisation associées à ces nouvelles entités 
chimiques. Nos données de relation structure activité ont permis de mettre 
en évidence deux positions clés sur le N-terminal de nos chimères, la 
position 3 et la position 7 cruciales pour l’affinité et l’efficacité 
respectivement. Nous avons pu moduler l’efficacité ainsi que l’affinité de 
nos chimères en introduisant des acides aminés non naturels capables de 
potentialiser l’effet pharmacologique. Nous avons également corrélé nos 
résultats de SAR avec de la dynamique moléculaire réalisée à partir des 
deux structures cristallographiques du CXCR4. Nos données de dynamique 
moléculaire montrent des différences structurales importantes au niveau 
des domaines transmembranaires 3 et 7 en présence ou non de nos 
chimères. Par ailleurs, nous avons développé un nouveau déterminant 
avec des propriétés pharmacocinétiques améliorées comparativement au 
déterminant d’affinité des chimères de première génération. La 
caractérisation de ce déterminant a par ailleurs révélé son caractère 
agoniste inverse. Tous ces résultats apportent des éléments clés pour un 
meilleur design de molécules à visée thérapeutique ciblant le CXCR4.  
Mots clés : CXCR4, CXCL12, Ligands, Structure, Signalisation, SAR, 
Chimiotaxie, Dynamique Moléculaire. 
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	Avant-propos : Considérations générales  
Les peptides sont les ligands naturels d’un grand nombre de cibles 
macromoléculaires d’intérêt thérapeutique. S’ils contiennent toute 
l’information topologique et structurale pour une liaison optimale à leur 
cible, leur développement en tant que médicaments est limité en raison de 
leur faible stabilité en milieu biologique et de leur profil pharmacocinétique 
défavorable. La recherche pharmaceutique s’est donc rapidement 
intéressée au problème de conversion des peptides en molécules de 
synthèse plus résistantes. 
Les composés peptidomimétiques constituent l'un des pôles les plus 
prometteurs de la chimie médicinale vers la découverte de nouveaux 
médicaments. Cette approche est basée sur des modifications ciblées de 
la structure d'un peptide ayant une activité biologique, afin d'en moduler 
les propriétés physicochimiques et d'en améliorer la stabilité hydrolytique et 
enzymatique. 
La découverte de composés peptidomimétiques passe au préalable par 
l'identification du ou des motifs structuraux essentiels à l'activité biologique. 
Les chaînes latérales sont généralement modifiées afin d’évaluer la 
contribution des chaines latérales des acides aminés natifs dans l’activité 
biologique du peptide.  D’autres facteurs sont également à considérer lors 
du développement de composés peptidomimétiques comme 
l’amélioration de la stabilité plasmatique du peptide natif. Une 
connaissance approfondie du profil pharmacocinétique du peptide de 
base est nécessaire dans l’optique d’augmenter sa résistance aux 
protéases et sa biodisponibilité par exemple. L’identification des sites de 
clivage enzymatique est cruciale pour un meilleur design de composés 
peptidomimétiques. 
Le champ des peptidomimétiques s’attèle à améliorer les propriétés PK-
ADME (Pharmacocinétique : Absorption, Distribution, Métabolisme et 
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Excrétion) en modifiant par exemple le squelette principal notamment au 
niveau des liens amides des peptides afin d’empêcher la reconnaissance 
par les protéases. L’insertion d’acides aminés non naturels est également 
utilisée dans cette même optique. Des contraintes conformationnelles 
peuvent également être insérées afin de mimer les conformations présentes 
dans les peptides. Ces conformations jouent généralement un rôle crucial 
dans la reconnaissance du peptide à sa cible. Une autre stratégie pour la 
conception de peptidomimétiques peut inclure l’insertion de molécules 
non peptidiques formant ainsi un hybride ou chimère où l’activité 
pharmacologique est régie par le peptide. L’insertion de déterminants 
structuraux non peptidiques tendent aussi à améliorer le plus souvent les 
propriétés pharmacocinétiques du peptide mais peuvent également jouer 
sur les propriétés pharmacodynamiques de la molécule globale. En bref, 
l’altération de la structure chimique du peptide est conçue pour mimer de 
manière avantageuse les propriétés moléculaires comme la stabilité et 
l’activité biologique.  
On retrouve quelques peptides transformés en peptidomimétiques 
actuellement approuvés par les agences réglementaires. On trouve par 
exemple des inhibiteurs de la protéase HIV-1 comme le Ritonavir où des 
modifications de chaînes latérales et principales et des structures non 
peptidiques ont été ajoutées. Des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine comme le Captopril ou Lisinopril ont été également 
développés en utilisant la même stratégie pour le traitement de 
l’hypertension artérielle  
Bien qu’au cours des dernières décennies, les récepteurs couplés aux 
protéines G aient émergé comme une cible majeure pour le 
développement de molécules à visée thérapeutique, l’adressage de 
composés peptidomimétiques ciblant cette classe de protéines reste 
encore à ses balbutiements. 
	 	 	3 
 
 
Figure 1 : Analyse des points forts, des faiblesses, des opportunités et des 
menaces des peptides naturels comme agent thérapeutique 
Figure tirée de Fosgerau and Hoffmann, 2015. 
	
 
Figure 2 : Cheminement classique de l’optimisation des peptides en 
développement du médicament  
Figure tirée de Fosgerau and Hoffmann, 2015.  
	 	 	4 
Introduction  
1. La superfamille des récepteurs à 7 domaines transmembranaires 
1.1 Généralités 
Les récepteurs à 7 domaines transmembranaires (7TMR) encore connus 
sous le nom de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont la plus 
grande famille de protéines membranaires (3.4% du génome). Leur diversité 
fonctionnelle et structurale leur confère une place centrale en tant que 
cibles pharmaceutiques. Les RCPG sont classés en 5 grandes familles 
déterminées par leurs similitudes structurales. Bien que les 5 familles 
présentent une architecture commune à 7 domaines transmembranaires 
(DTM) hélicoïdaux, ils présentent une faible identité de séquence au niveau 
de leurs queues N-terminales  et  moins de 20% d’identité dans les  
domaines transmembranaires. Le N-terminus des récepteurs à sept 
domaines transmembranaires est extracellulaire tandis que le C-terminus est 
intracellulaire. De par leur complexité et leur organisation 
environnementale, leur détermination structurale constitue un défi et à 
l’heure actuelle seules 27 structures ont été publiées (GPCR Network). 
Les études cristallographiques montrent que les boucles extracellulaires des 
RCPG se distinguent par leur diversité et présentent diverses structures 
secondaires et différents motifs de réticulation par la présence de ponts 
disulfure. Les variations de structure secondaire, de taille et de charges 
électrostatiques au niveau des boucles extracellulaires créent une vaste 
diversité de pochettes de liaison des ligands, ce qui se traduit par une 
spécificité et une diversité structurale des ligands des RCPG. Les RCPG 
répondent à une pléthore de signaux extracellulaires comme les hormones, 
les neurotransmetteurs, les nucléotides, les amines biogènes, les photons, les 
stimuli odorants et induisent l’activation de divers effecteurs comme les 
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protéines de liaison hétérotrimériques, les facteurs de transcription ou les 
protéines d’échafaudage comme les arrestines (Figure 3). 
 
 
Figure 3 : Diversité des stimuli capables d’activer les RCPG et diversité de 
sous-unités α associée à leurs effecteurs intracellulaires 
Figure tirée de  Dorsam and Gutkind, 2007 
 
À l’heure actuelle, 800 séquences de gènes codant pour la superfamille 
des RCPG ont été identifiées et les analyses phylogénétiques ont permis 
d’extraire 342 séquences fonctionnelles de RCPG. La classification actuelle 
catégorise les RCPG par homologie de séquences  en cinq différentes 
classes. La classification proposée par Fredriksson (Fredriksson et al., 2003) 
basée sur une analyse non-redondante du génome humain catégorise les 
RCPG en cinq familles apparentées au récepteur du Glutamate, de la 
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Rhodopsine, aux récepteurs d’adhésion, aux récepteurs Frizzled/Taste2 et à 
la sécrétine (Figure 4). 
1.2 Nomenclature Ballesteros-Weinstein 
La nomenclature Ballesteros-Weinstein (Ballesteros and Weinstein, 1995) est 
la nomenclature acceptée et permet de se référer aux acides aminés des 
domaines transmembranaires des RCPG. Au résidu le plus conservé des 
domaines transmembranaires est automatiquement attribué en 
exposant  le nombre 50 précédé du numéro du DTM; ainsi le résidu le plus 
conservé du domaine transmembranaire 3 qui est dans ce cas une arginine 
est annoté Arg3.50. 
La numérotation des acides aminés qui se trouvent en amont de la position 
50 se fait de manière décroissante tandis que la numérotation des acides 
aminés qui se trouvent en aval de la position 50 se fait de manière 
croissante. Le résidu arginine en position 3.50 est généralement précédé 
d’un résidu aspartate ou d’un résidu glutamate ainsi ces résidus sont 
annotés Glu/Asp3.49. Cette même arginine est généralement suivie d’une 
tyrosine ainsi ce résidu est annoté Tyr3.51. 
On retrouve des exceptions à la nomenclature Ballesteros-Weinstein; ainsi 
les acides aminés des boucles extracellulaires et intracellulaires sont 
numérotés à partir de leur positionnement dans la séquence peptidique du 
RCPG. 
 
	 	 	7 
 
Figure 4 : Arbre phylogénétique de la superfamille des RCPG humains 
détaillant les récepteurs cristallisés. Les RCPG sont nommés selon leurs noms 
de gènes comme dans la base de données Uniprot 
Figure tirée de Stevens et al., 2012. 
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La famille des récepteurs de type Rhodopsine est très hétérogène et peut 
être activée par une pléthore de ligands. Ils présentent une forte homologie 
structurale au niveau du N-terminal du récepteur et partagent des 
similarités de séquence au niveau des domaines transmembranaires. La 
liaison de ligands extracellulaires avec des propriétés agonistes va induire 
un changement conformationnel au niveau du récepteur et favoriser ainsi 
l’activation des protéines G hétérotrimériques ou de voies indépendantes 
des protéines G. 
La signalisation induite par la liaison des ligands au niveau du site 
orthostérique peut être par ailleurs affectée par une variété de modulateurs 
endogènes comme des protéines régulatrices, des lipides ou encore des 
ions. 
 
1.3 Les protéines G hétérotrimériques  
Les protéines G hétérotrimériques sont des GTPases globulaires, composées 
de trois sous-unités α, β et γ, elles sont ancrées à la membrane plasmique 
par myristoylation ou palmitoylation via la sous-unité α (Mumby and Kleuss, 
1994), et par isoprénylation via la sous-unité γ. Dans ce trio, la sous-unité α 
est la plus grosse avec un poids moléculaire variant entre 33 et 55 kDa et la 
liaison de Ras-like guanine-nucleotide se fait exclusivement au niveau de la 
sous-unité α (Lambright et al., 1994).  
Chez l’humain et plus largement chez les mammifères, on retrouve 20 
protéines G qui contiennent une sous-unité α unique associée à une des 5 
sous-unité β et leurs variantes et une des 12 sous-unités γ. Cette multitude 
d’isoformes ouvre la voie à de nombreuses combinaisons d’hétérotrimères 
(1200 possibilités) et mène ultimement à une large diversité de signalisations 
intracellulaires. Dans sa forme inactive, la sous-unité α forme un complexe 
hétérotrimérique avec une protéine Gβ et une protéine Gγ de poids 
moléculaire 35 kDa et 15 kDa respectivement. 
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Après liaison du ligand sur la face extracellulaire du récepteur, le GDP de la 
sous-unité α sera échangé en GTP, entrainant ainsi un changement 
conformationnel de la sous-unité α et sa dissociation des sous unités βγ. Les 
protéines G sont les transducteurs du signal du milieu extracellulaire au 
milieu intracellulaire. La liaison au GDP ou au GTP définit respectivement 
l’état inactif ou actif d’une protéine G (Oldham and Hamm, 2008). 
Ces protéines utilisent l'échange de GTP en GDP comme un interrupteur 
moléculaire pour déclencher ou inhiber des réactions biochimiques 
intracellulaires. Les sous-unités, une fois dissociées, vont stimuler ou inhiber 
des effecteurs de la cascade signalétique. La propagation du signal est 
interrompue après hydrolyse du GTP et retour à la forme inactive.  
 
1.3.1 Caractéristiques de la sous-unité α 
Les protéines Gα sont très différentes bien qu’elles présentent une topologie 
structurale globale similaire, et il est possible de les classer en quatre sous-
types; Gαs, Gαi, Gαq et Gα12 (Tableau 1) (Milligan and Kostenis, 2009). On 
retrouve deux domaines distincts dans la sous-unité α : un domaine de 
liaison aux nucléotides avec une topologie structurale similaire à la 
superfamille des Ras-GTPases, et un domaine composé uniquement 
d’hélices α formant la pochette de liaison de la guanine (Figure 5 A) 
(Lambright et al., 1994). 
Au niveau topologique, la sous-unité α présente trois régions flexibles 
appelées « switch » I, II et III qui en réponse à la liaison au GTP subissent des 
changements conformationnels qui in fine favorisent la dissociation du 
complexe hétérotrimérique avec  βγ (Mixon et al., 1995). La région N-
terminale de la sous-unité α comprend une dizaine de résidus et présente 
une conformation étendue. Le motif principal d’interaction avec le 
récepteur se fait avec la sous-unité α au niveau des cinq derniers résidus de 
son extrémité C-terminale.  
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1.3.2 Caractéristiques de l’hétérodimère β γ 
Les  sous-unités  β  et  γ  forment  une  unité fonctionnelle indissociable hors 
conditions dénaturantes (Clapham and Neer, 1997). Avant de s’ancrer à la 
membrane, dans le cytosol les deux sous-unités interagissent via des 
interactions fortes non covalentes. Les six sous-unité β présentent une forte 
identité entre 51 et 90% (Khan et al., 2013) et comprennent deux domaines: 
une région N-terminale en hélice α formant une superhélice avec le N-
terminal de la sous-unité γ, suivie d’une hélice de feuillets  β. Chaque feuillet 
β est composé de 7 pales et chaque pale est composée de 7 séquences 
WD40, l’ensemble forme une structure en β propeller (Figure 5 B). Les 
séquences WD40 sont des motifs répétitifs d’environ 40 acides aminés se 
terminant par un tryptophane et un aspartate, formant une hélice de 
feuillets β impliqués dans des interactions protéine – protéine (van der Voorn 
and Ploegh, 1992).  
L’interaction entre les sous-unités β et γ se fait au niveau des brins 5 et 6 de 
β. Les douze sous-unités γ présentent quant à elles une homologie de 
séquence variant de 27 à 75% modulant probablement ainsi la spécificité 
du complexe Gβγ. Elles présentent une structure allongée, formant de 
nombreuses interactions hydrophobes avec la sous-unité β, terminée par 
l’hélice α appariée avec l’hélice α de la sous-unité β (Wittinghofer, 1996). 
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Figure 5 : Structure globale des sous unités !, " et # 
 
A.! Structure quaternaire de l’hétérotrimère dans son état inactif. La sous-
unité ! est représentée en vert avec une molécule de GDP au centre 
des structures hélicoïdales. Les sous-unités " et # sont représentée en 
jaune et orange respectivement (Milligan and Kostenis, 2009).  
B.! Structure  quaternaire du dimère "#. G# est représenté en violet. Les 
différentes structures de G" sont représentées par des couleurs 
différentes : le N-terminus est de couleur jaune tandis que les lames du " 
propeller numérotées de 1 à 7 sont de diverses couleurs (Chen et al., 
2004).  
A B 
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Gαi1 Inhibe l’adénylate cyclase 
Gαi2 Inhibe l’adénylate cyclase 
Gαi3 Inhibe l’adénylate cyclase 
GαoA,B Inhibe l’adénylate cyclase 
Gαz Inhibe l’adénylate cyclase 
Gα11 Active la phosphodiestérase E (cellules en bâtonnets) 
Gα12 Active la phosphodiestérase E (cellules en cônes) 
Gαgust Active la phosphodiestérase E (goût) 
Gαs Stimule l’adénylate cyclase 
Gαolf Stimule l’adénylate cyclase (olfactive) 
GαsXL Stimule l’adénylate cyclase 
Gαq Stimule la Phospholipase Cβ 
Gα11 Stimule la Phospholipase Cβ	
Gα14-16 Stimule la Phospholipase Cβ	
Gα12 Stimule les Rho-GEF 
Gα13 Stimule les Rho-GEF 
Sous-unités 
β et ϒ 
 
Gβ1-5 Inhibe l’adénylate cyclase, stimule les canaux calciques et 
potassiques, stimule la PI3K, recrute GR2 et GRK3 et stimule 
la PLCβ 
Gϒ 1-12 Inhibe l’adénylate cyclase, stimule les canaux calciques et 
potassiques, stimule la PI3K, recrute GR2 et GRK3 et stimule 
la PLCβ 
 
Tableau 1 : Isoformes des protéines G-hétérotrimériques et leurs effets 
intracellulaires. 
Figure adaptée de Malbon, 2005  
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1.4 Signalisation des récepteurs couplés aux protéines G 
1.4.1 Signalisation dépendante des protéines G 
La signalisation induite par les protéines G passe par la sous-unité α ou par 
l’hétérodimère fonctionnel βγ (Oldham and Hamm, 2008). Il est 
communément admis que c’est la dissociation des sous-unités βγ de la sous-
unité α à la membrane qui enclenche la cascade de signalisation 
intracellulaire, néanmoins des études chez la levure ont montré qu’une 
protéine de fusion Gα-Gβ est capable d’engendrer des évènements de 
signalisation (Klein et al., 2000). 
Après liaison du ligand au RCPG et liaison du GTP à la sous-unité α, les sous-
unités Gα et Gβγ vont activer à leur tour un ensemble de voies de 
signalisation menant soit à l’inhibition ou l’activation de l’adénylate cyclase 
(Gαi, Gαo, Gαs, Gαolf, Gβγ), (Sunahara et al., 1996; Malbon, 2005) à l’activation 
de la Phospholipase Cβ (PLCβ) et à la relâche calcique (Gαq, Gα11, Gα14-16, 
Gβγ), à l’activation des kinases RhoGEF et des phosphodiestérases  (Gα12, 
Gα13). Le complexe βγ peut aussi moduler de nombreux effecteurs (Khan et 
al., 2013), dont des canaux ioniques comme des canaux calciques voltage 
dépendant et des canaux potassiques (Currie, 2014) comme les canaux 
Potassium inwardly-rectifying 3 (Kir3) (Tableau 1) (Lüscher and Slesinger, 
2010). De plus, ce complexe est capable d’initier les cascades 
dépendantes des Mitogen-activated protein kinases (MAPK), de moduler 
directement ou indirectement des kinases comme les G protein-coupled 
receptor kinase (GRK) (Daaka et al., 1997) et la (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase (PI3K) (Stephens et al., 1994). Il existe divers 
effecteurs, et leurs interactions avec la sous-unité Gα ou avec le complexe 
Gβγ mènent soit à une amplification de la cascade signalétique, soit à une 
réponse cellulaire et physiologique (Woehler and Ponimaskin, 2009). 
  
	 	 	14 
1.4.1.1 Arrêt de la signalisation 
L’activité des récepteurs couplés aux protéines G est essentielle aux 
fonctions cellulaires et nécessite une régulation spatio-temporelle fine de la 
signalisation cellulaire. Différents mécanismes complexes gouvernent la 
signalisation des RCPG et l’arrêt de la réponse. L’arrêt de la signalisation 
débute par la phosphorylation de la queue C-terminale du récepteur par 
les GRK, suivi du recrutement à la membrane plasmique des arrestines non 
visuelles (β-arrestine 1 et 2) (Kendall and Luttrell, 2009).  
Le recrutement de l’arrestine crée un découplage physique entre le 
récepteur et la protéine G, puis induit une internalisation du récepteur par 
recrutement du complexe AP-2 (Clathrin Adaptator Protein-2) de la 
machinerie d’endocytose et formation de vésicules recouvertes de 
clathrine. Après internalisation des vésicules recouvertes de clathrine, les 
récepteurs vont être soit recyclés à la membrane soit dégradés. 
Selon la durée d’interaction longue ou courte de la β-arrestine avec le 
récepteur, on classe les récepteurs en deux classes, la classe A et la classe 
B.  Les récepteurs de classe A ont une plus forte affinité pour la β-arrestine 2 
tandis que les récepteurs de classe B ont des affinités équivalentes pour les 
arrestines non visuelles.  L Les récepteurs de classe A sont quant à eux 
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Figure 6 : Interaction RCPG-Arrestines non visuelles 
Figure tirée de Kendall and Luttrell, 2009 
Modèles distincts d’interaction entre les arrestines non visuelles et les RCPG.  
 
1.4.2 Signalisation indépendante des protéines G 
Il a été longtemps admis que la signalisation des RCPG était exclusivement 
régie par les protéines G mais de nombreuses études montrent que certains 
effecteurs indépendants de l’activation de la protéine G hétérotrimérique 
dérogent de cette vision classique. Parmi ces effecteurs activés 
indépendamment des protéines G, on retrouve les arrestines non visuelles. 
Longtemps admises comme ayant un rôle unique de protéines 
d’échafaudage et d’arrêt de signalisation, elles démontrent maintenant un 
rôle crucial dans la transduction du signal comme dans l’activation des 
MAP kinases, de JNK et PI3K (Lefkowitz et al., 2006). 
Il a été montré également que d’autres effecteurs comme les kinases Src, 
JAK, Tyrosine kinase 2 (Tyk2) sont activés de manière indépendante des 
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protéines G et qu’ils sont capables d’activer des voies de signalisation 
subséquentes (Sun et al., 2007). 
 
2. De la théorie du modèle à deux états de Katz au concept de sélectivité 
fonctionnelle  
Les modèles théoriques sont des modèles mathématiques qui visent à faire 
le lien entre la physicochimie des interactions ligand-récepteur et la 
réponse cellulaire (Figure 7) (Kenakin, 2014). 
La pharmacologie des 7TMR est en constante évolution et les modèles 
théoriques pour refléter la réalité de leurs mécanismes d’activation 
moléculaire s’avèrent de plus en plus complexes. De nombreux partenaires 
protéiques autres que le ligand, le récepteur et la protéine G ainsi que des 
paramètres conformationnels rentrent désormais en compte (Rajagopal et 
al., 2010b) et complexifient le modèle à deux états de Katz.  
Les prémisses des concepts pharmacologiques n’accordaient une activité 
biologique qu’aux complexes ligand-récepteur. Selon le modèle de Katz, 
seul le ligand stabilisait la conformation active du récepteur (del Castillo 
and Katz, 1957). La mise en évidence de partenaires protéiques 
intracellulaires (protéine G) (Maguire et al., 1976 ; Lefkowitz et al., 1976) a 
permis de faire évoluer ce modèle en prenant en compte la protéine 
intracellulaire de transduction du signal (De Lean et al., 1980). 
Le complexe ternaire décrit une interaction entre le récepteur annoté R, le 
ligand annoté L et la protéine de transduction annotée T (De Lean et al., 
1980). Leur association forme le complexe fonctionnel LRT (Figure 7). Cette 
vision simplifiée de l’activation des 7TMR a été rapidement revisitée avec 
les études sur le récepteur β2-adrénergique (Samama et al., 1993) et 
l’apparition de la notion de récepteur constitutivement actif. Ce modèle 
appelé complexe ternaire étendu intègre le fait que le récepteur puisse 
spontanément, sans ligand, adopter une conformation active et  se 
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coupler aux protéines G. En absence de ligand, les récepteurs sont 
majoritairement dans une conformation inactive mais la barrière 
énergétique entre R et les récepteurs activés R* serait suffisamment faible 
pour permettre à une fraction de récepteurs de transiter vers un état actif 
selon un processus réversible. La coexistence de ces deux états du 
récepteur dépend d’une constante allostérique (L=[R*]/[R]) unique pour le 
récepteur. Dans le modèle ternaire étendu, seule la population de 
récepteurs activés, présentant la conformation favorable, peut se coupler 
à la protéine G. D’un point de vue pharmacologique, l’activité constitutive 
des récepteurs R* peut être renversée par un agoniste inverse, favorisant 
ainsi un retour vers un état inactif (Costa and Herz, 1989). 
Si le modèle ternaire étendu prenait en compte que le couplage de la 
protéine de transduction ne pouvait se faire qu’avec le récepteur activé, le 
modèle cubique prend en compte toutes les possibilités d’interaction entre 
le ligand, le récepteur sous ses deux formes (R et R*), et la protéine G (Weiss 
et al., 1996b; 1996c; 1996a).  
Ainsi, cette variante stipule que thermodynamiquement, il existe une 
possibilité pour le récepteur à l’état inactif de se coupler à la protéine de 
transduction. Les récepteurs inactifs sont à même de séquestrer leurs 
partenaires intracellulaires et de garder le système dans un état inactif. On 
parle alors de pré-couplage à la protéine G, et seule la liaison du ligand au 
récepteur ou le passage de la barrière énergétique (selon la constante 
allostérique) permet d’activer le système (Weiss et al., 1996a). 
Les modèles décrits précédemment ne prennent en compte que deux 
états possibles du récepteur, cependant ces modèles ne permettent pas 
d’expliquer toutes les observations intracellulaires relatives aux RCPG. Ces 
modèles n’expliquent pas le couplage de certains RCPG à une vaste 
diversité d’effecteurs intracellulaires et ne décrivent pas entièrement la 
thermodynamique des protéines et la coexistence de conformations 
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multiples d’un RCPG.  En intégrant l’ensemble de ces paramètres, on 
obtient un modèle descriptif qui traduit l’effet ou non de la liaison du ligand 
sur une multitude de conformations de récepteurs induisant différents effets 
pharmacologiques : c’est le modèle multi-états (Onaran and Costa, 1997). 
Le modèle multi-états pourrait être considéré comme une succession de 
modèles cubiques répétitifs intégrant toutes les conformations probables du 
récepteur et tous les effecteurs intracellulaires possibles. Ce modèle multi-
états considère que le récepteur ne signale pas exclusivement via la 
protéine G mais qu’il est capable d’interagir et de signaler en s’associant à 
d’autres effecteurs protéiques intracellulaires comme les β-arrestines 
(Lefkowitz et al., 2006). Cette diversité d’interactions serait la résultante 
d’une multitude d’états conformationnels. 
La mise en évidence de ligands capables d’activer sélectivement les voies 
de signalisation dépendantes ou non des protéines G, ainsi que les 
évidences structurales obtenues par spectroscopie, ont fortement renforcé 
la pertinence d’un modèle multi-états (Shukla et al., 2008). L’interaction 
entre le ligand et le récepteur va stabiliser une conformation qui va 
déterminer le transducteur intracellulaire et l’amplitude du signal (Audet et 
al., 2008).  
 
Le concept de sélectivité fonctionnelle, encore appelé signalisation 
biaisée, découle directement du modèle multi-états.  
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Figure 7 : Modèles d’activation des récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires 
Figure tirée de Rajagopal et al., 2010b. 
	 	 	20 
2.1 Sélectivité fonctionnelle ou signalisation biaisée 
Un ligand dit équilibré (ou non-biaisé) active de manière indifférenciée 
toutes les voies de signalisation subséquentes du 7TMR, protéine G-
dépendantes ou non. Le concept de sélectivité fonctionnelle propose 
quant à lui que chaque ligand d’un 7TMR stabilise préférentiellement un 
sous-ensemble de conformations particulières du récepteur et déplace 
l’équilibre vers cet état. La stabilisation d’une conformation spécifique 
permet d’activer sélectivement un ou plusieurs effecteurs intracellulaires et 
d’obtenir subséquemment un signal spécifique d’activation différent de 
celui obtenu pour un ligand équilibré (Figure 8).  
En activant sélectivement un ou plusieurs effecteurs, un ligand dit biaisé 
crée une distorsion de signalisation. Il existe plusieurs distorsions possibles, un 
ligand biaisé peut activer par exemple préférentiellement une protéine G 
au détriment des autres protéines G ou encore activer uniquement des 
voies protéines G-indépendantes comme les β-arrestines, etc. 
 
Figure 8: Ligand équilibré et ligands biaisés  
Figure tirée de Rajagopal et al., 2010b.  
	 	 	21 
2.2 Outils de caractérisation : biosenseurs basés sur le principe du 
BRET 
Pour mieux comprendre et évaluer l’interaction du récepteur avec les 
différents effecteurs intracellulaires, le développement d’outils moléculaires 
sensibles s’est avéré plus que nécessaire. Plusieurs méthodes biophysiques 
ont été développées, dont le Bioluminescence Resonance Energy Transfer 
(BRET). Le BRET est une méthode inspirée de phénomènes naturels se 
produisant chez la méduse Aequorea victoria ou la pensée de mer Renilla 
reniformis (Xu et al., 1999). Elle se base sur  la capacité qu’ont ces 
organismes à émettre de la lumière après consommation de leur substrat, 
la coelentrazine, par leurs photoprotéines respectives (Pfleger and Eidne, 
2006). Le BRET est une méthode de choix pour étudier les interactions 
protéine-protéine dans des organismes vivants et elle peut aussi permettre 
de déceler des changements de conformations intramoléculaires. Le 
transfert d’énergie reflète une interaction physique étroite entre les deux 
protéines et plusieurs paramètres sont requis pour favoriser ce transfert. Tout 
d’abord, l’efficacité du transfert dépend de la distance (entre 10 et 100 nm 
pour une efficacité maximale) séparant les protéines étiquetées. De plus, 
l’orientation spatiale et le type d‘étiquettes sont des paramètres cruciaux. 
Le rapprochement entre le couple protéique permettra de transférer 
l’énergie non radiative du donneur excité vers l’accepteur. Pour un signal 
BRET optimal, les spectres d’émission du donneur et d’excitation de 
l’accepteur doivent se recouvrir tandis que les spectres d’émission du 
donneur et de l’accepteur  doivent avoir un recouvrement minimal (Pfleger 
and Eidne, 2006; Dacres et al., 2012).  
L’application de la méthodologie BRET à l’étude des RCPG a été 
essentiellement développée par des équipes financées par le Consortium 
Québécois sur la Découverte du Médicament (CDQM) et a permis de 
générer de nombreux outils moléculaires permettant de suivre la majorité 
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des voies de signalisation intracellulaires des RCPG (Lohse et al., 2012). Dans 
leurs outils BRET, la Renilla Luciferase (RLuc) joue le rôle du donneur qui, en 
présence de coelentrazine et d’oxygène, catalyse la transformation de 
coelentrazine en coelenteramide et s’accompagne d’un signal lumineux 
(Galés et al., 2006). La Yellow Fluorescent Protein (YFP) ou la Green 
Fluorescent Protein 10 (GFP10) (ou la Green Fluorescent Protein 2) joue le 
rôle de l’accepteur et le transfert de la bioluminescence émise par la RLuc 
à l’accepteur peut être suivi in vivo et in vitro en détectant les spectres 
d’émission et en quantifiant le ratio d’émission (accepteur/donneur). Dans 
le cadre de l’utilisation de la YFP on parle de BRET1 et dans le cadre de la 
GFP10 (ou 2) on parle de BRET2 ou BRET-GFP10 (Figure 9) (Kamal et al., 
2009). L’avantage de la GFP10 par rapport à la YFP est que son spectre 
d’émission est largement décalé, ainsi la luminescence BRET et non BRET 
sont d’avantage séparés, ce qui mène à une quantification BRET plus 
précise. Cependant, l’utilisation du BRET2 utilisant la GFP10 (ou 2) entraine 
une émission de lumière d’une intensité 100 à 300 fois plus faible que la YFP 
(Bacart et al., 2008).  
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Figure 9 : Représentation schématique du transfert d’énergie en BRET1 et 
BRET2 
Figure tirée de Bacart et al., 2008. 
 
2.2.1 Avantages et inconvénients du BRET 
La relative simplicité de mise en œuvre des essais de BRET ainsi que la 
lecture directe en font une méthode de choix pour le criblage à bas et 
haut débit (Bacart et al., 2008). Le BRET est compatible avec des mesures 
en plaques 96 puits et facilement miniaturisable dans des plaques 384 et 
1536 puits (Bacart et al., 2008). Les conditions expérimentales du BRET sont 
relativement flexibles et permettent une utilisation dans de nombreux 
modèles et de nombreux systèmes. L’essai de BRET n’est pas dénaturant, 
ainsi le système est conservé proche de son état natif, la localisation et les 
modifications post-traductionnelles des protéines ne sont pas affectées.  
Par ailleurs dans les essais biologiques, l’essai de BRET est très sensible et 
spécifique, ainsi les phénomènes d’autofluorescence et de 
photoblanchiment observés avec le FRET, sont largement minimisés vue 
que l’excitation du donneur d’énergie est obtenue par un substrat 
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spécifique et non un laser (Boute et al., 2002). De plus, les niveaux de BRET 
spécifiques peuvent être différenciés des niveaux basaux liés aux 
interactions non spécifiques résultant de la surexpression des protéines, 
étant donné que les énergies du donneur  et de l’accepteur peuvent être 
quantifiées de manière indépendante. 
Néanmoins, il existe quelques limitations à la technique de BRET. Bien que le 
système soit conservé dans son état natif, l’utilisation de protéines de type 
sauvage n’est pas possible avec l’essai de BRET. Les protéines étiquetées 
pour les essais de BRET requièrent donc un travail consciencieux de 
caractérisation au préalable pour vérifier que les propriétés de la protéine 
sont les plus fidèles à la protéine de type sauvage. De plus, ce système est 
généralement étudié dans des lignées hétérologues. Les méthodes de 
transfection et certains composants du milieu de culture ne sont pas 
toujours compatibles avec le BRET et peuvent parfois inhiber l’activité de la 
luciférase (Makemson and Hastings, 1991). De plus, certains ligands ont 
tendance à neutraliser le signal BRET soit par oxydation directe de la 
coelentrazine, ou parce qu’ils absorbent entre 400 et 600 nm.  
Une autre limite du BRET est son utilisation dans des concentrations supra 
physiologiques pouvant rendre parfois la corrélation avec la réalité 
physiologique plus ardue. Cette limite reste néanmoins spéculative car 
aucune étude ne rapporte à l’heure actuelle de différence majeure entre 
les observations obtenues grâce au BRET et les modèles physiologiques.  
Étant donnée la composante conformationnelle du BRET, la caractéristique 
la plus limitante du BRET reste que l’absence du BRET ne signifie pas 
obligatoirement une absence d’interactions entre les deux protéines. De ce 
fait, la conformation des deux protéines interagissant pourrait maintenir les 
deux partenaires d’interaction du BRET à une distance supérieure à la 
distance de Förster et/ou positionner le donneur et l’accepteur dans une 
conformation non optimale au transfert d’énergie. 
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Bien que la technique de BRET ne soit pas parfaite, elle constitue un atout 
majeur pour la caractérisation de ligands potentiellement biaisés. Elle 
permet de décortiquer rapidement les différences de signalisation des 
ligands sur un vaste choix de voies de signalisation. 
 
2.3 Intérêt pharmacologique des ligands biaisés 
Le paradigme de sélectivité fonctionnelle suggère que le lien entre la 
conformation d’un récepteur activé et l’engagement sélectif d’une voie 
de signalisation pourrait permettre le développement de médicaments 
efficaces dont l’effet thérapeutique bénéfique serait maximisé tout en 
diminuant ou en éliminant les effets secondaires indésirables liés à 
l’activation d’une ou des autres voies de signalisation (Kenakin and 
Christopoulos, 2012). 
La signalisation biaisée apporte un nouveau souffle au design de 
médicament bien qu’elle ajoute un niveau de complexité supplémentaire 
au processus de développement du médicament. L’approche 
pharmacologique est différente et il convient de décortiquer en 
profondeur les voies de signalisation activées par les nouvelles molécules 
afin d’en établir le profilage signalétique puis de les corréler ensuite aux 
effets physiologiques observés. Le design rationnel de ligands biaisés serait 
dirigé vers l’optimisation de molécules candidats efficaces sur les voies de 
signalisation menant à l’effet thérapeutique désiré et dépourvus de toxicité  
(Kenakin and Christopoulos, 2012). 
Un exemple criant de l’intérêt de la signalisation biaisée qui pousse à 
mettre davantage d’efforts dans le design rationnel de ligands biaisés a été 
la découverte en 2002 du peptide modifié [Sar1I-le4-Ile8]- angiotensin II (SII). 
Le SII est un ligand biaisé du récepteur angiotensine de type 1. Le SII stimule 
le recrutement des β-arrestines et mène à l’activation des ERK1/2 
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cytosoliques dans des cardiomyocytes (Kendall et al., 2011). Le SII stimule 
ainsi la prolifération des cardiomyocytes sans induire leur hypertrophie. En 
revanche, le SII est incapable d’activer la voie Gαq/11 dite canonique du 
récepteur AT1. Les effets physiologiques indésirables du récepteur AT1 
seraient liés à l’activation de Gαq/11 tandis que la voie β-arrestine serait à 
l’origine des effets inotropes sur les cardiomyocytes (Violin et al., 2010). 
À partir des observations physiologiques obtenues avec le SII, la compagnie 
TREVENA, a développé de manière itérative de puissants ligands comme le 
TRV027 biaisés vers la voie des β-arrestines. Dans des études in vivo chez le 
rat, ce ligand biaisé améliore la performance cardiaque tout en bloquant 
la réponse hypertensive médiée par le récepteur AT1. En outre, 
contrairement à l’antagoniste angiotensinergique Valsartan, le TRV027  
provoque une augmentation de la fraction d’éjection cardiaque chez les 
rats sains (Violin et al., 2010). 
Il est à noter cependant qu’au cours du mois de mai 2016, la compagnie 
Trevena a annoncé l’arrêt de son essai clinique de phase 2b sur le TRV027 à 
cause d’un manque d’efficacité, par rapport aux traitements disponibles 
actuellement pour l’insuffisance cardiaque chronique(Trevena Inc.). 
Cependant, lors de l’étude en phase 2, aucun effet délétère n’a été 
reporté.  
Si l’on s’intéresse au récepteur µ-opioïde, l’étude de ce récepteur a permis 
de mettre en évidence deux ligands biaisés (Thompson et al., 2015), 
favorisant la voie G-protéine dépendante. Le TRV130 développé 
également par la compagnie TREVENA est actuellement dans des essais 
cliniques de phase 2 (Viscusi et al., 2016). Ce ligand met en relief 
l’activation bénéfique des voies G-protéines dépendantes dans 
l’analgésie. Le TRV130 offre une alternative pharmacologique à la 
morphine car il présente de puissants effets analgésiques chez le rat et la 
souris, sans induire de dysfonction gastro-intestinale, et provoque des 
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symptômes de dépression respiratoire largement réduits par rapport aux 
opioïdes conventionnels. Au niveau moléculaire, le TRV130 induit une 
activation quasi complète de la voie Gαi/o comparable à la morphine mais  
un recrutement fortement réduit de la β-arrestine 2 (DeWire et al., 2013). 
Ceci corrèle avec les observations faites dans des souris déficientes pour la 
β-arrestine 2 présentant une réponse analgésique à la morphine largement 
augmentée sans les effets secondaires classiques (Raehal, 2005). 
La mise en évidence d’un agoniste µ-opioïdergique, dérivé de la 
Salvinorine A, ne favorisant ni le recrutement de la β-arrestine 2 ni 
l’internalisation du récepteur (Groer et al., 2006; Tidgewell et al., 2008) ouvre 
d’avantage la porte à des analgésiques sans effets secondaires. Ces deux 
exemples montrent que les effets analgésiques bénéfiques sont dissociables 
des effets indésirables et qu’ils dépendent de la voie Gαi/o tandis que les 
effets secondaires comme la tolérance, la dépression respiratoire et la 
constipation sont β-arrestine 2-dépendants (DeWire et al., 2013). 
D’autres ligands biaisés ciblant d’autres récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires sont actuellement à l’étude et semblent très 
prometteurs (Violin and Lefkowitz, 2007, Costa-Neto et al., 2016). L’analyse 
systématique du biais signalétique des médicaments disponibles et en 
cours de développement permettra de mieux comprendre leur profil 
d’efficacité et d’effets secondaires (Kenakin and Christopoulous, 2013).  
 
3. Les récepteurs à chimiokines  
3.1 Généralités et classification 
Les récepteurs à chimiokines sont une sous classe de la famille des 
récepteurs à 7 domaines transmembranaires et sont exclusivement 
apparentés à la Rhodopsine.  Actuellement, 22 récepteurs à chimiokines 
ont été décrits chez l’humain (Kufareva et al., 2015) et sont regroupés en 
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fonction de la structure des ligands ou chimiokines qu’ils sont à même de 
coupler (Figure 10). 
Les chimiokines, au nombre de 50, sont des peptides de 6 à 15kDa de la 
famille des cytokines. Ce sont substances chimioattractantes de 
communication sécrétées par les cellules du système immunitaire. Leur nom 
vient de la contraction de l’anglicisme chemoattractant cytokines et se 
base sur leur fonction première qui est l’orientation et l’attraction des 
cellules. D’un point de vue fonctionnel, on peut classer les chimiokines en 
deux sous-groupes ; les chimiokines inflammatoires qui sont sécrétées en 
réponse à des pathogènes ou à des stimuli pro-inflammatoires et les 
chimiokines lymphoïdes qui sont exprimées de manière constitutive. Le 
système chimiokinergique présente un haut degré de promiscuité, ainsi une 
ou plusieurs chimiokines peuvent lier un même récepteur et plusieurs 
récepteurs peuvent lier une même chimiokine (Zlotnik and Yoshie, 2000). 
Les chimiokines présentent des structures secondaires hautement 
conservées conférées par leur motif tétracystéine ou dicystéine. Elles 
peuvent ainsi être classées en 4 sous-familles (C, CC, CXC et CX3C), selon 
la position des 2 premières cystéines hautement conservées de leur motif 
de cystéines. La nomenclature officielle décrit les chimiokines en se basant 
sur la proximité ou la distance entre ces 2 cystéines (Fernandez and Lolis, 
2002). Les analyses tridimensionnelles par RMN et rayons X montrent que les 
chimiokines ont une structure tertiaire globale très similaire (Lolis and 
Murphy, 2007) avec de part et d’autres du motif C, CC, CXC ou CX3C, une 
extrémité N-terminale flexible non organisée et un C-terminal hautement 
organisé (Tableau 2). Suivant directement le motif cystéine, on retrouve une 
boucle N exposée composée de 10 résidus et un cœur très structuré 
constitué d’une hélice 310, de trois brins β antiparallèles et d’une hélice α en 
C-terminale (Figure 11 ) (Fernandez and Lolis, 2002). 
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L’extrémité C-terminale des chimiokines joue un rôle crucial dans la 
reconnaissance entre la chimiokine et les glycosaminoglycanes (Johnson et 
al., 2005) ou le récepteur tandis que l’extrémité N-terminale a un rôle plus 
prépondérant dans l’activation du récepteur (Figure 12) (Szpakowska et al., 
2012). Cette dualité de rôle au niveau structural est une caractéristique clé 
pour comprendre les mécanismes qui régissent l’activation des récepteurs 
à chimiokines. 
Les voies de signalisation conventionnelles activées par les récepteurs à 
chimiokines impliquent la mobilisation calcique, l’activation de Gαi, 
l’activation de la PLC ainsi que l’activation de différentes kinases comme 
les MAPK, la PI3K ainsi que plusieurs tyrosines kinases (Graves and Jiang, 
1995). L’activation des récepteurs entraine une réorganisation du 
cytosquelette et l’activation de plusieurs protéines du cytosquelette 




Figure 10 : Vue globale des récepteurs à chimiokines et de leurs ligands. 
Les cercles indiquent la liaison des récepteurs à leurs ligands spécifiques 
Figure tirée de Scholten et al., 2012. 
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Nom Nom commun Code PDB Méthode 
CXCL4 CTAP-III 1F9P X-ray (1.93Å) 
CXCL10 IP-10 1LV9 RMN 
CXCL11 ITAC 1RJT RMN 
CXCL12 SDF-1α 1SDF RMN 
CXCL12 SDF-1α 1VMC RMN 
CCL1 I-309 1EL0 RMN 
CCL2 MCP-1 1DOL X-ray (2.4Å) 
CCL4 MIP-1β mutant 1JE4 RMN 
CCL7 MCP-3 1BO0 RMN 
CCL8 MCP-2 1ESR X-ray (2.0Å) 
CCL15 HCC-2 2HCC RMN 
CCL17 TARC 1NR2 X-ray (2.18Å) 
CCL20 MIP-3 α 1HA6 RMN 
CCL23 MPIF 1G91 RMN 
CCL24 Eoxtaxin-2 1EIG RMN 
CCL26 Eoxtaxin-3 1G2S RMN 
CX3CL Fractalkine 1B2T RMN 
XCL1 Lymphobactine 1J9O RMN 
 
Tableau 2 : Liste non exhaustive de chimiokines ayant une structure 3D 
résolue et codes PDB associés 
Figure adaptée de Lolis and Murphy, 2007. 
 
 Figure 11 : Structure tertiaire globale des chimiokines 
Structure de la chimiokine CXCL12. Les ponts disulfures sont indiqués en vert 
et jaune et la boucle N est indiquée en turquoise 
Figure tirée de Fernandez and Lolis, 2002  




Figure 12 : Modèle d’interaction des chimiokines avec leurs récepteurs 
A. Interaction et reconnaissance entre le C-terminus de la chimiokine et 
le N-terminus du récepteur à chimiokine : Site d’affinité 
B. Insertion du N-terminus de la chimiokine entre les domaines 
transmembranaires du récepteur : Site d’efficacité 
Figure tirée de Chevigné et al., 2011. 
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3.1.1 Interactions avec les glycosaminoglycanes  
L’interaction des chimiokines avec les glycosaminoglycanes (GAG) 
présents à la surface des cellules permet la présentation des chimiokines 
aux cellules circulantes du sang et servent à stabiliser et à orienter la 
chimiokine vers leurs récepteurs respectifs de manière spécifique. 
Les GAG présentent une densité de charge globalement négative et sont 
riches en groupements sulfate et carboxylate et forment majoritairement 
des interactions électrostatiques avec les chimiokines (Hamel et al., 2009). 
Via ces interactions stabilisantes, les GAG préviennent la dégradation des 
chimiokines (Kuschert et al., 1999) en limitant l’accès des protéases (Sadir, 
2004) et favorisent le maintien du gradient chimiotactique. 
 
3.2 Rôles  
Le système chimiokinergique est particulièrement complexe, expliquant 
potentiellement ses fonctions multiples et son implication dans de 
nombreux processus physiologiques. Il joue un rôle fondamental allant de 
l’embryogénèse à la réponse inflammatoire (Murdoch and Finn, 2000) 
(Griffith et al., 2014). Leurs propriétés chimioattractantes les impliquent dans 
l’hématopoïèse, l’organogenèse, le maintien de l’architecture des tissus 
lymphoïdes, la surveillance immunitaire et l’angiogenèse (Griffith et al., 
2014). Les chimiokines jouent un rôle primordial dans la formation des 
organes lymphoïdes primaires (thymus et rate) et secondaires (ganglions 
lymphatiques, pulpe blanche de la rate, plaques de Peyer) et assurent la 
différenciation et la maturation des cellules progénitrices (Zlotnik and 
Yoshie, 2000). 
Les chimiokines dans l'hématopoïèse servent également à guider les 
cellules précurseurs vers les micro-compartiments de la moelle osseuse et 
du thymus afin d’assurer le développement approprié des cellules 
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progénitrices (Zlotnik and Yoshie, 2000). D’un point de vue macroscopique, 
les chimiokines sont essentielles lors de l’embryogénèse, notamment pour la 
directionnalité de la migration des cellules dans l’organisme et la formation 
adéquate des organes. Ce système est également nécessaire pour le 
recrutement des cellules immunitaires effectrices comme les lymphocytes T 
ou encore les neutrophiles et le contrôle de l’homéostasie du trafic 
leucocytaire à l’état basal (Zlotnik and Yoshie, 2000; Thelen, 2001).  
Outre leurs propriétés chimioattractantes, les chimiokines et leurs récepteurs 
interviennent dans la prolifération, la survie, la maturation, la différenciation 
et l’acquisition des fonctions effectrices des cellules cibles. De nombreuses 
chimiokines sont impliquées dans la maturation des lymphocytes B et T 
comme les duos CCR2/CCL2, CXCR4/CXCL12, CCR5/CCL5, ou encore les 
chimiokines CCL3, CXCL13 et CCL20 (Luther and Cyster, 2001; Mackay, 
2001). 
 
4. Le récepteur à chimiokine CXCR4 
4.1Généralités 
Le récepteur CXCR4, encore appelé fusin ou Leukocyte-derived seven 
transmembrane domain receptor (LESTR), (Loetscher et al., 1994) est un 
RCPG de classe A, il est donc apparenté à la famille du récepteur à la 
Rhodopsine. Il est constitué de sept domaines transmembranaires 
hélicoïdaux et est composé de 352 acides aminés. Le gène codant pour le 
récepteur CXCR4 se trouve sur le chromosome 2 et est composé de 2 exons 
séparés par un intron. Le récepteur CXCR4 a été isolé à partir d'une banque 
d'ADN codants de monocytes de sang humain. 
Le récepteur CXCR4 est exprimé par les cellules du système immunitaire et 
du système nerveux. Ses deux isoformes CXCR4 (A et B) coexistent 
naturellement et sont exprimées à la surface de nombreux types 
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cellulaires incluant les cellules souches hématopoïétiques (HSC), les 
neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes, les cellules B, les cellules 
progénitrices du sang et de la moelle osseuse, les cellules dendritiques 
dérivées du sang, les cellules de Langerhans, les lymphocytes  T,  les  
macrophages,  les  cellules  matures  du  thymus (Scholten et al., 2012).  
Le récepteur CXCR4 est un régulateur majeur de la migration des cellules 
hématopoïétiques et de plusieurs types de cellules immunitaires. Son 
interaction avec son ligand CXCL12 est vitale lors des étapes précoces de 
développement embryonnaire et est requise pour la formation correcte 
des systèmes vasculaires, nerveux, hématopoïétiques et cardiaques. 
L’invalidation génétique du CXCL12 et/ou du CXCR4 entrainent de sévères 
défauts cardiaques menant in fine à la mort embryonnaire (Takashi and 
Hirota, 1996). L’interaction entre CXCR4 et CXCL12 est également cruciale 
à l’âge adulte car elle régit la migration des cellules souches (Ma et al., 
1999; Greenbaum et al., 2013).  
 
4.2 Chimiokine associée CXCL12  
Le  ligand  naturel  du récepteur  CXCR4  est  le   
« Chemokine  Ligand  12 » (Oberlin et al., 1996) dont  la  forme  mature  
possède  68  acides aminés. CXCL12 appartient à la sous famille des 
chimiokines CXC et est encodé par un seul gène porté par le chromosome 
10. Il est sécrété de façon constitutive par les cellules stromales de la moelle 
osseuse (Nagasawa and Kikutani, 1994). Le CXCL12 est aussi sécrété par les 
cellules endothéliales, les macrophages et par certains fibroblastes. La 
forme sécrétée du CXCL12 comporte 92 résidus mais il en existe plusieurs 
isoformes résultant de clivages enzymatiques: les formes α, β, δ, γ et θ. Les 
isoformes α et β présentent un pourcentage d’identité d’environ 92% et sont 
exprimées de façon ubiquitaire. Leurs séquences peptidiques sont 
identiques à l’exception  d’une  extension  de  4  acides  aminés  en  C-
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terminal   pour  le  CXCL12" (Janowski, 2009).  La  forme prédominante du 
CXCL12 est l’isoforme ! que l’on retrouve dans tous les organes. CXCL12" 
est retrouvé quant à lui dans les organes plus vascularisés comme le 
pancréas, les reins, le foie et la rate. On retrouve également l’isoforme # 
dans les organes à vascularisation terminale plus prônes aux infarctus tels 
que le cœur ou le cerveau (Janowski, 2009). L’équilibre des niveaux de 
CXCL12 dans les tissus se fait par un processus de dégradation enzymatique 
au niveau du N-terminal et du C-terminal de la protéine (La Luz Sierra, 
2004).  D’un point de vue structural, CXCL12! comportent trois feuillets " 
antiparallèles, sur laquelle se trouve greffée à l’extrémité C-terminale une 
hélice ! 310 (résidus 56 à 64) et en N-terminal une chaine non structurée 
avec une conformation étendue. Les ponts disulfures du CXCL12 relient la 
boucle amino terminale  au brin "2 (Cys9-Cys34)  et au brin "3 (Cys11-
Cys50) (Ryu et al., 2007). La séquence du CXCL12! est très conservée entre 
les espèces, par exemple, seul un acide aminé diffère dans les séquences 
de CXCL12 murin et humain (Figure 13). 
 
 
Figure 13 : Alignement des séquences d’acides aminés du CXCL12 chez le 
mammifère (humain, souris, bœuf, cochon, rat), le poulet et le poisson 
zèbre réalisé via UniProt. 
*,  acides  aminés  identiques ; :, substitution  d’acides aminés conservés ; ., 
substitutions par des acides aminés de même famille.  
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4.2.1 Rôles du C-terminal et du N-terminal du CXCL12 
Diverses études de relation structure-fonction ont montré que le CXCL12 
avait deux sites d’interaction majeurs. Tout d’abord, la région non 
organisée N-terminale du CXCL12 précédant la première cystéine du motif 
CXC n’est pas responsable de l’affinité du CXCL12 pour le CXCR4, 
cependant sa contribution pour l’activation du récepteur est 
indispensable(Loetscher et al., 1998). 
La partie C-terminale en feuillet β du CXCL12 contribue largement à la 
liaison. Par des interactions avec les protéoglycanes à la surface des 
cellules, elle permet de stabiliser le CXCL12 et d’orienter le N-terminus.  Il 
semblerait par ailleurs que cette interaction protègerait le CXCL12 de la 
protéolyse en restreignant l’accès des protéases (McQuibban, 2001). 
L’hélice α  en C-terminale aurait une contribution positive sur l’efficacité du 
CXCL12 (Cai et al., 2004). Plusieurs études ont montré que le greffage de 
l’hélice α du CXCL12 à son N-terminus permettait d’obtenir des chimères 
peptidiques présentant une activité biologique nettement améliorée et 
que cette augmentation d’efficacité n’était pas corrélée avec une 
meilleure affinité (Luo et al., 1999).  En outre, l’hélice α  interagirait 
également avec les glycosaminoglycanes, mais  son rôle reste encore à 
déterminer (Luo et al., 1999). 
 
4.2.2 Localisations et rôles 
La chimiokine CXCL12 est largement distribuée chez l’humain, on en 
retrouve une forte expression au niveau du système nerveux central, au 
niveau du foie, des poumons et au niveau de la moelle osseuse (Figure 14) 
(Zlotnik et al., 2011). Au niveau du SNC lors du développement, le CXCL12 
régule la migration neuronale et axonale (Zhu et al., 2002; Zhu and 
Murakami, 2012) et le bon développement du cerveau (Ma et al., 1998), 
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tandis qu’à l’âge adulte il est impliqué dans la neurogénèse et la 
neuromodulation (Limatola et al., 2000). 
Le CXCL12 joue un rôle primordial dans la domiciliation et la rétention des 
cellules souches et progénitrices dans la moelle osseuse (Teicher and 
Fricker, 2010) et contrôle leur mobilisation dans le sang et les tissus 
périphériques dans des conditions homéostatiques ou lors d’accidents 
ischémiques. Spécifiquement, c’est la production de CXCL12 par les 
cellules stromales et la forte interaction CXCR4-CXCL12 qui maintient les 
cellules souches dans la moelle osseuse. La mobilisation des cellules 
souches dans la circulation sanguine se fait soit par dégradation directe du 
CXCL12 soit par inhibition de l’expression de l’ARN messager du CXCL12 par 
la Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) entre autres (Petit et al., 
2002). 
Dans des conditions hypoxiques, on observe une surexpression du CXCL12 
associée à une mobilisation subséquente de cellules souches et 
progénitrices circulantes CXCR4+ (Ceradini et al., 2004). CXCL12 favorise la 
néovascularisation et améliore la fonction cardiaque (Segers et al., 2007). 
Le CXCL12 est aussi largement impliqué dans le trafic leucocytaire dans les 
conditions homéostatiques comme dans les conditions inflammatoires.  
Dans des conditions physiologiques normales, les neutrophiles sont 
maintenus dans la moelle osseuse par le couple CXCR4-CXCL12. 
 
 
	 	 	38 
 
Figure 14 : Répartition des chimiokines au niveau des organes et des tissus. 
CXCL12 est hautement exprimé au niveau du SNC, des poumons, du foie et 
de la moelle osseuse  
Figure tirée de Zlotnik et al., 2011. 
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4.2.3 Protéolyse  
L’expression de CXCL12 est constitutive chez les vertébrés et ses niveaux 
sont régulés par dégradation enzymatique. Le CXCL12 est dégradé tant 
bien au niveau de son N-terminus qu’au niveau de son C-terminus. Les 
différents variants du CXCL12 subissent la protéolyse dans le sang et les 
tissus (Figure 15). La protéolyse du C-terminal de CXCL12 est essentiellement 
médiée par les carboxypeptidases M et N qui clivent la lysine en position 68 
du CXCL12 (Davis et al., 2005; Marquez-Curtis et al., 2008). L’activité du 
CXCL12 est altérée par le clivage enzymatique mais le peptide reste 
cependant actif (Davis et al., 2005). Cette diminution en efficacité est 
associée à une déstabilisation de l’interaction entre le C-terminus du 
CXCL12 et les glycosaminoglycanes à la surface des cellules (La Luz Sierra, 
2004; Murphy et al., 2007). L’isoforme α du CXCL12 est la plus sensible à la 
dégradation enzymatique. 
Quant au N-terminus du CXCL12, il est dégradé par plusieurs classes 
d’enzymes. L’enzyme la plus largement impliquée dans son inactivation est 
la dipeptidyl peptidase-4 (DPP4) encore connue sous le nom de cluster de 
différenciation 26 (CD26). La DPP4 est une exopeptidase à sérine soluble ou 
membranaire, qui coupe les dipeptides présentant un motif X-Pro ou X-Ala 
(X représente un acide aminé naturel) à partir de l'extrémité N-terminale. La 
DPP4 est largement exprimée sur différents types cellulaires comme les 
cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les 
leucocytes (De Meester et al., 1999). On peut remarquer qu’il y a un 
recouvrement de l’expression de CXCR4 et de CD26 au niveau des cellules 
immunitaires. Par ailleurs, des études ont montré que l’expression de surface 
de DPP4 sur des lymphocytes T primaires est modulée positivement à 
mesure que l’activation de CXCR4 induite par CXCL12 augmente (Shioda 
et al., 1998). 
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Le clivage du dipeptide Lys-Pro respectivement en position 1 et 2 du 
CXCL12α se fait par les deux formes de DPP4 (Wang et al., 2014) et mène à 
une perte complète de l’activité chimiotactique du CXCL12 (Shioda et al., 
1998). L’inhibition pharmacologique et l’invalidation génique de DPP4 
mène à une accumulation de CXCL12α pleine longueur et potentialise la 
migration des cellules progénitrices ainsi que l’effet cardioprotecteur dans 
un modèle de cardiomyopathie ischémique (Zaruba et al., 2009).  
Des études de protéolyse ont permis de mettre en évidence que la DPP4 
n’était pas la seule enzyme impliquée dans la dégradation du CXCL12 α au 
niveau du N-terminus. On retrouve ainsi l’élastase leucocytaire, une sérine 
protéase membranaire et soluble qui clive préférentiellement les liens Val-X 
et les liens Ala-X dans une moindre mesure. Elle est physiologiquement 
impliquée dans la dégradation du matériel phagocyté. L’élastase 
leucocytaire clive le tripeptide Lys-Pro-Val respectivement en position 1,2 et 
3 du CXCL12α (Valenzuela-Fernandez, 2002). Impliqué également dans la 
dégradation protéolytique du CXCL12α, on retrouve la métalloprotéase 
matricielle 2 (MMP-2) encore appelée gélatinase 2, une enzyme 
protéolytique membranaire (Takino et al., 1995) caractérisée par la 
présence d’un ion Zn2+ au sein de sa triade catalytique et généralement 
impliquée dans la dégradation des composants de la matrice 
extracellulaire. 
Le CXCL12 se fait cliver entre le résidu sérine en position 4 et la leucine en 
position 5 par la MMP-2. Ce clivage donne une forme tronquée du CXCL12 
incapable d’induire la migration de cellules souches progénitrices et de 
lymphocytes pré-B (McQuibban, 2001). Toujours en ce qui concerne le N-
terminus, on retrouve la cathepsine G une  enzyme soluble impliquée dans 
la dégradation protéolytique du CXCL12. La cathepsine G est une sérine 
protéase, similaire à l’élastase leucocytaire, sécrétée sous sa forme active 
par les neutrophiles. Une fois sécrétée, la cathepsine G se lient à la 
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membrane des lymphocytes.  La cathepsine G inactive le CXCL12 en 
clivant le lien peptidique entre la leucine en position 5 et la sérine en 
position 6 (Delgado et al., 2001). 
 
 
Figure 15 : Vue globale des acteurs impliqués dans la dégradation 
protéolytique du CXCL12 au niveau de son N-terminus  
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4.3 CXCR7 et redondance du système 
Le système chimiokinergique est un système redondant, ainsi le CXCL12 est 
capable de lier le récepteur CXCR7 encore appelé RDC1 «Receptor  Dog 
cADN » cloné  en  1989  à  partir  de  thyroïde  de chien (Parmentier et al., 
1989). CXCR7 est un récepteur à 7 domaines transmembranaires qu’on ne 
peut pas réellement qualifier de RCPG car il n’a aucune protéine G 
associée. Il est capable de lier le CXCL11 et le CXCL12 (Burns, 2006). La 
liaison de ces deux chimiokines sur CXCR7 induit le recrutement de la β-
arrestine 2 (Rajagopal et al., 2010a). De récentes études chez le poisson 
zèbre ont montré que le CXCR7 aurait un rôle crucial dans la déplétion du 
CXCL12 du milieu extracellulaire (Naumann et al., 2010).  
CXCR7 est exprimé par les cellules B et T, les monocytes, les neutrophiles 
(Balabanian et al., 2005) et par les cellules dendritiques. CXCR7 est 
largement exprimé dans les cellules neuronales, dans les cellules vasculaires 
et gliales (Schönemeier et al., 2008). Il est également exprimé par les 
cellules endothéliales activées, les cellules du foie fœtal et le placenta.  
Des études ont montré que le CXCR7 était capable d’hétérodimériser de 
manière fonctionnelle avec CXCR4, et d’activer les voies de signalisation 
dépendantes des β-arrestines (Decaillot et al., 2011). Il est à noter 
également que deux études ont montré que les souris invalidées  pour  le  
gène  CXCR7  ont  un  développement  normal  du  système  
hématopoïétique  et nerveux  mais  présentent  des  anomalies  du  
système  cardiovasculaire (Sierro et al., 2007) similaires à ceux observés 
chez les souris CXCR4-/-. Par ailleurs, 70%  des  souris CXCR7-/- meurent dans 
la première semaine après la naissance (Gerrits et al., 2008). 
CXCR4/CXCL12/CXCR7 forment un trio excentrique dont les effets 
physiologiques inhérents à chaque partie sont difficilement dissociables. Au 
niveau des lymphocytes B, l’expression de CXCR7 est inversement corrélée 
à l’expression de CXCR4. La survie et la maturation des lymphocytes B en 
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cellules productrices d’anticorps corrèlent avec les niveaux membranaires 
de CXCR7 (Infantino et al., 2006) 
 
4.4 Voies de signalisation associées au récepteur CXCR4 
4.4.1 Voies de signalisation dépendantes des protéines G 
Les voies de signalisation activées par le CXCL12 sont diverses et variées 
(Ganju et al., 1998), dépendent parfois du type cellulaire et entrainent des 
effets biologiques tels que la migration, l'adhésion et la transcription de 
différents facteurs (Figure 16). 
La signalisation principale du CXCR4, comme pour la majorité des 
récepteurs à chimiokines, est la voie Gαi/o et conduit à l’inhibition de 
l’adénylate cyclase. Les études de biologie moléculaire ont montré que la 
signalisation induite par CXCL12 via CXCR4 était sensible à la toxine 
pertussique (PTX) (Busillo et al., 2010). La PTX, une fois endocytée, catalyse 
l’ADP-ribosylation au niveau de la cystéine située à proximité du C-terminal 
du récepteur (West et al., 1985) et prévient l’activation des voies de 
signalisation dépendantes de Gαi/o. La plupart des effecteurs activés en 
aval de la signalisation induite par CXCR4 est affectée par le traitement 
avec la PTX. 
L’activation du CXCR4 par CXCL12 mène à une inhibition de l’adénylate 
cyclase et subséquemment à une diminution des niveaux d’AMPc 
directement liée à l’activation de Gαi/o. La dissociation de la sous-unité α du 
complexe hétérotrimérique mène à la libération du complexe βγ qui 
conduit consécutivement à l’activation de la Phospholipase Cβ (PLC-β), de 
la petite GTPase Rho-GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors) et de la 
Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K). 
Des études moléculaires dans des cellules Jurkat (LT), une lignée exprimant 
le CXCR4 de manière endogène, ont montré que la liaison du CXCL12 au 
CXCR4 induisait une accumulation de Phosphatidylinositol-3,4,5-
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trisphosphate (PIP3) et que cet effet était corrélé à l’activation de la 
Phosphoinositide 3-Kinase. Par ailleurs, cette étude note que le 
prétraitement à la toxine pertussique ou l’utilisation d’inhibiteurs 
pharmacologiques de la PI3K comme la Wortmannin et le LY294002 abolit 
l’accumulation de PIP3. L’activation de la PI3K serait donc strictement 
dépendante de l’activation de Gαi/o (Sotsios et al., 1999). 
Leur étude montre également que la liaison du CXCL12 au CXCR4 mène à 
l’activation des MAPK et plus particulièrement à la stimulation des 
extracellular signal-related kinase (ERK 1/2) et que l’activation de ERK1/2 
pouvait être inhibée par la Wortmannin et le LY294002 (Sotsios et al., 1999).  
Longtemps pensé comme une composante Gαq-dépendante, l’activation 
du complexe βγ permet la relâche calcique via l’activation de PLC-β 
(Thelen, 2001; Surve et al., 2014). Néanmoins, certaines études reportent un 
couplage de Gαq par CXCR4, notamment lors de l’activation 
d’homodimères ou d’hétérodimères du CXCR4 (Rochdi and Parent, 2003; 
Ngai et al., 2009). La PLC-β active a pour effet d’hydrolyser le 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) et de générer deux seconds 
messagers l’inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). Ces deux 
messagers ont comme effet d’augmenter les niveaux de calcium 
intracellulaires et d’activer plusieurs kinases dont la protéine kinase C 
(Thelen, 2001). 
Des études de Fluorescence-activated cell sorting (FACS) menées sur des 
cellules pré-B murines de lymphome exprimant de manière transitoire le 
récepteur CXCR4 ont montré que la stimulation avec CXCL12 induisait un 
flux calcique caractéristique de CXCR4 (Ganju et al., 1998). De manière 
analogue, en utilisant la sonde moléculaire Fura-2, le groupe de Mc Entee 
(Hadad et al., 2013) a montré que la stimulation de cardiomyocytes par du 
CXCL12 avait pour effet d’induire un flux calcique transitoire intracellulaire 
et que cet effet était dépendant du CXCR4. 
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Bien que la voie  Gαi/o soit impliquée dans l’activation de Rho GEF, sa 
contribution n’est pas exclusive. Des études dans des cellules Jurkat ont 
montré que le CXCL12 activerait également la voie Gα13 (Tan et al., 2006).  
Ils observent de manière intéressante, qu’un prétraitement à la PTX 
n’empêche pas l’activation de Rho médiée par CXCL12 et qu’à l’inverse 
l’activité de Rho est augmentée. Pour évaluer la contribution de Gα13 dans 
l’activation de Rho, ils ont utilisé de cellules Jurkat exprimant de manière 
transitoire une molécule chimérique encodant le domaine Regulator of G-
protein signaling (RGS) du PDZ-RhoGEF fusionnée à une GFP (GFP-RGS) et 
qui lie la forme active de Gα13.  Ils ont montré que comparativement aux 
cellules transfectées avec un vecteur vide, les cellules GFP-RGS présentait 
une activation de Rho réduite après stimulation au CXCL12. De plus, les 
cellules Jurkat traitées au préalable avec un ARN en tête d’épingle (shRNA) 
dirigé contre Gα13, présentaient également des niveaux de Rho diminués. 
En outre, la diminution de l’expression de Gα13 corrélait également avec 
une diminution des niveaux de ERK 1/2, ce qui suggère un rôle de Gα13 dans 
l’activation de ERK 1/2 (Tan et al., 2006). L’activation de la voie Rho mène 
en aval à l’activation de kinases impliquées dans la réorganisation du 
cytosquelette comme les Rho-associated protein kinase (ROCK) ou les 
Myosin light-chain kinase (MLCK) (Amano et al., 1996).  
Les effecteurs dépendants des protéines G ne sont pas les seuls impliqués 
dans la signalisation du CXCR4, ainsi on retrouve d’autres voies annexes qui 
vont elles aussi médier la signalisation induite par CXCL12. 
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4.4.2 Voies de signalisation indépendantes des protéines G 
La fixation de CXCL12 sur CXCR4 peut aussi entrainer la phosphorylation des 
Janus Kinases 2 et 3, qui vont s’associer au CXCR4 et s’activer. L’activation 
des JAK2 et 3 entraine la translocation nucléaire de plusieurs protéines STAT  
activant ainsi plusieurs facteurs de survie et de prolifération (Vila-Coro et al., 
1999). L’activation de JAK/STAT par CXCL12 reste cependant 
controversée(Moriguchi, 2005). 
La  voie  des  β-arrestines  décrite comme un régulateur négatif de CXCR4 
se présente dorénavant comme une voie de signalisation à part entière. 
Les β-arrestines  sont impliquées dans l’internalisation du récepteur mais elles 
peuvent aussi rentrer en  compétition  directe  avec  la  liaison  de  la  sous-
unité  Gα et  induire  leur  propre  cascade  de signalisation dépendante 
des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK).  En effet, dans des cellules 
HEK293 co-transfectées avec CXCR4 et la β-arrestine 1 ou 2, ils observent 
des niveaux de ERK1/2 augmentés de manière significative (Cheng et al., 
2000; Sun et al., 2002). Des niveaux plus élevés de phosphorylation de la 
MAPK p38 sont aussi observés suite à l’activation des β-arrestines (Sun et al., 
2002). En outre, l’étude de Cheng montre que la délétion en C-terminal des 
34 derniers résidus du CXCR4 conduit à une abolition complète des effets 
médiés par les β-arrestines ce qui suggère que la β-arrestine interagit avec 
la queue C-terminale du CXCR4 (Orsini et al., 1999; Cheng et al., 2000).  
Le CXCR4 couple les β-arrestines de manière indifférenciée. Cependant, 
des études menées sur des HEK293 traitées au préalable avec un petit ARN 
interférent (siRNA) dirigé contre la β-arrestine 1 ou la β-arrestine 2, montrent 
des effets différents sur l’activation du récepteur. En effet, une diminution 
de l’expression de la β-arrestine 2 conduit à une suractivation drastique du 
CXCR4 notamment au niveau de la relâche calcique tandis qu’une 
diminution de l’expression de la β-arrestine 1 n’induit qu’un effet modeste 
sur la relâche calcique. De plus, une diminution de l’expression de la β-
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arrestine 1 conduit à une réponse ERK 1/2 largement diminuée tandis qu’un 
effet moindre est observé pour la β-arrestine 2. Leurs résultats montrent  que 
la β-arrestine 2 aurait un rôle prépondérant dans la désensibilisation du 
CXCR4 tandis que la β-arrestine 1 aurait un rôle majeur dans l’activation des 
ERK 1/2(Busillo et al., 2010). 
Les voie de signalisation dépendantes et indépendantes des protéines G 
induites par CXCL12 sont complexes et requièrent une régulation fine  par 
les β-arrestines et les GRK et par des mécanismes d’arrêt de signalisation 
afin d’éviter une suractivation du système. 
 
4.4.3 Désensibilisation et Internalisation  
La β-arrestine 2 et plusieurs GRK jouent des rôles cruciaux dans la 
désensibilisation et l’internalisation du récepteur CXCR4. Plusieurs  GRK 
(Busillo et al., 2010) sont  impliquées  dans  la  phosphorylation  de  la queue 
C-terminale du CXCR4: GRK-2 (Orsini et al., 1999), GRK-3 (Balabanian et al., 
2008) et GRK-6 (Fong et al., 2002). La GRK-5 semble quant à elle avoir un 
rôle en amont de l’internalisation du CXCR4 et ce serait la protéine Hsp70 
interacting protein (Hip) qui jouerait un rôle encore imprécis dans 
l’internalisation du récepteur (Barker and Benovic, 2011). GRK-5 va 
phosphoryler la protéine Hip au niveau de son résidu Ser346 puis la forme 
phosphorylée de Hip va ensuite moduler l’internalisation du CXCR4, par 
déphosphorylation de Hip. L’étude du motif de dégradation 
(324SSLKILSKGK333) au niveau du C-terminal du CXCR4 a permis de mettre en 
évidence le rôle et l’importance de ces résidus dans l’endocytose, la 
dégradation et l’ubiquitinilation.  Des mutations du motif dileucine ou des 
deux premières sérines entrainent une diminution de l’internalisation (Orsini 
et al., 1999), tandis que la mutation des lysines ou des trois sérines prévient la 
dégradation du CXCR4 par les lysosomes (Marchese and Benovic, 2001). 
CXCR4 serait phosphorylée au niveau de résidus sérine inactivant le signal 
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médié par la protéine G tandis que les lysines seraient ubiquitinilées pour un 
adressage aux lysosomes (Marchese and Benovic, 2001). D’un point de vue 
spatio-temporel, la liaison du CXCL12 au CXCR4 induirait une 
phosphorylation des sérines, élément déterminant qui permettrait 
l’ubiquitinilation des résidus lysines avoisinantes et le recrutement de la  β-
arrestine 2. La liaison de la β-arrestine 2 au récepteur permettrait 
d’accommoder les  adaptateurs AP-2 ce qui faciliterait l’association de la  
clathrine, l’étranglement par la dynamine puis l’endocytose. Le récepteur 
endocyté et ubiquinilé serait ensuite adressé aux lysosomes majoritairement 
(Marchese and Benovic, 2001).  
 
4.4.4 Voie de signalisation intégrative : Chimiotaxie  
La chimiotaxie est un processus physique complexe qui dépend à la fois les 
propriétés physicochimiques du chimioattractant et de la stabilité du 
gradient établi dans le système (Levine and Rappel, 2013). La chimiotaxie 
est une voie de signalisation intégrative car elle requiert l’activation de 
plusieurs voies de signalisation et l’activation/inhibition de multiples 
protéines nécessaires à la réorganisation du cytosquelette. Plusieurs acteurs 
préalablement présentés sont décrits pour avoir un rôle dans la chimiotaxie. 
Tout d’abord, si l’on regarde la contribution des voies dépendantes des 
protéines G, l’inhibition pharmacologique des voies Gαi/o par la toxine 
pertussique ou de la voie Gα13 par un shRNA dirigé contre Gα13, dans des 
cellules Jurkat, conduit à une diminution quasi complète de la chimiotaxie 
induite par CXCL12 (Tan et al., 2006). Au niveau des effecteurs en aval de 
ces voies de signalisation, différentes études ont montré un rôle crucial de 
Rac et de Rho dans la chimiotaxie. L’inhibition pharmacologique de Rho 
par le Y27632 dans des cellules Jurkat conduit à une diminution drastique 
de la chimiotaxie et à des niveaux de phosphorylation de chaines légères 
de myosine (MLC) largement diminués (Tan et al., 2006). 
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La GTPase Rac contrôle le mouvement cellulaire et favorise la 
polymérisation de l’actine et la formation de lamellipodes en interagissant 
avec PAK (p21-activated kinase) un effecteur crucial de la réorganisation 
du cytosquelette. Les études de biologie moléculaire utilisant des formes 
tronquées de PAK présentant ou non des domaines d’interaction de Rac 
dans des essais de migration avec des cellules Jurkat montre que Rac 
interagit avec PAK et qu’il est contributif à la migration médiée par CXCR4 
via Gαi/o (Tan et al., 2006). 
Par ailleurs, les voies dépendant de la PI3K et l’inhibition de ERK1/2 
affectent aussi la chimiotaxie ainsi l’utilisation de la wortmannin et de 
LY294002 ou de l’inhibiteur des ERK1/2 PD098059 atténue significativement 
la chimiotaxie dans des cellules Jurkat (Sotsios et al., 1999). 
Si l’on regarde maintenant la contribution des voies indépendantes des  
protéines G dans la chimiotaxie, la voie JAK/STAT ainsi que la voie des β-
arrestines semblent être impliquées. Une étude du groupe de Mellado 
rapporte que l’utilisation d’AG490 (Tyrphostin) un inhibiteur 
pharmacologique de JAK2 sur une lignée cellulaire lymphoblastique  abolit 
complètement l’activité chimiotactique de CXCL12 démontrant un rôle clé 
de JAK2 dans la chimiotaxie (Soriano et al., 2003). 
Le groupe de Pei quant à lui, via des expériences utilisant des ARN 
interférents ou antisens, montre que l’inhibition de l’expression de la β-
arrestine 2  dans des cellules HeLa ou HEK293 atténue considérablement la 
chimiotaxie induite par CXCL12. Il montre également, grâce à l’utilisation 
d’inhibiteurs pharmacologiques, que la chimiotaxie est p38 dépendante et 
qu’elle ne dépend pas de ERK1/2 (Sun et al., 2002). 
L’ensemble des données de la littérature permet d’expliquer en partie la 
complexité de la chimiotaxie via la multiple contribution des diverses voies 
de signalisation. De plus, il est à noter que les voies impliquées dans cette 
signalisation intégrative sont influencées par le type cellulaire.  
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Figure 16 : Voies de signalisation et de régulation du CXCR4  
Figure tirée de Busillo and Benovic, 2007. 
 
4.5 Autres Ligands endogènes 
4.5.1 Macrophage migration inhibitory factor (MIF) 
Le facteur d’inhibition de la migration des macrophages (MIF) est une 
cytokine de 12 kDa avec des propriétés chimiotactiques. La protéine MIF 
est une chimiokine atypique car elle ne présente pas une topologie 
structurale identique aux  autres chimiokines et ne contient pas de motif 
cystéine au niveau de son N-terminal hautement organisé (Sun et al., 1996). 
Malgré l’absence d’un N-terminal désorganisé classique des chimiokines, la 
protéine MIF est capable d’induire la chimiotaxie de monocytes et des 
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lymphocytes T et B via CXCR4(Bernhagen et al., 2007). De plus, des 
données récentes obtenues par co-immunoprécipitation montrent une 
interaction directe entre le CXCR7 et MIF. La liaison de ce dernier à CXCR7 
entraine l’activation des ERK1/2, la chimiotaxie des lymphocytes B et 
l’internalisation du CXCR7. MIF serait donc un autre joueur à ajouter au trio 
complexe CXCR4/CXCL12/CXCR7 (Tarnowski et al., 2010; Alampour-Rajabi 
et al. 2015). 
 
4.5.2 Ubiquitine  
Bien que le CXCR4 entretienne dans le système chimiokinergique une 
relation quasi exclusive avec ses cytokines CXCL12 et MIF, d’autres ligands 
endogènes comme l’ubiquitine extracellulaire sont capables de lier le 
CXCR4 et d’activer les voies de signalisation subséquentes. Comme son 
nom l’indique, l’ubiquitine extracellulaire (eUb) est une protéine 
plasmatique exprimée de manière ubiquitaire par toutes les cellules 
eucaryotes. Considérée  pendant 25 ans comme une protéine orpheline 
sans récepteur associé (Goldstein et al., 1975), l’interaction entre 
l’ubiquitine extracellulaire et le CXCR4 n’a été mise en évidence qu’en 
2010 (Saini et al., 2010). D’un point de vue fonctionnel, l’eUb en se liant au 
CXCR4 induit la relâche calcique, diminue les niveaux d’AMPc, et favorise 
la mobilisation de cellules. Par ailleurs, la signalisation induite par l’eUb peut 
être renversée par un antagoniste synthétique du CXCR4 (Saini et al., 2010). 
Contrairement au CXCL12, l’ubiquitine extracellulaire ne semble pas lier le 
CXCR7 (Tripathi et al., 2014).   
Les études concernant les déterminants structuraux impliqués dans la liaison 
de l’eUb au CXCR4 montrent que celle-ci se lie dans une pochette distincte 
de celle du CXCL12. Plus spécifiquement, l’interaction entre le CXCR4 et 
l’eUb se fait via un modèle à deux sites impliquant majoritairement des 
acides aminés hydrophobes comme la Phe4 et Val70 de l’eUb et les résidus 
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Phe29N-term, Phe189ECL2 et Lys271ECL3 du CXCR4. Ces interactions 
hydrophobes s’avèrent cruciales pour la liaison de l’eUb au CXCR4 tandis 
que de manière analogue au dipeptide Lys-Pro de CXCL12, la diglycine en 
C-terminale de l’eUb semble indispensable pour moduler l’activation du 
CXCR4 médiée par l’eUb (Saini et al., 2011). 
 
4.5.3 EPI-X4 
Récemment, le criblage d’une banque de données de peptides issues de 
l’hémofiltration a permis de mettre en évidence la présence d’un 
antagoniste physiologique du CXCR4 ; le EPI-X4 (Zirafi et al., 2015). Le 
peptide EPI-X4 est un fragment peptidique stable hautement conservé issu 
de la protéolyse de l’albumine sérique par les cathepsines D et E. Sa 
structure tridimensionnelle résolue par RMN montre qu’il adopte une 
structure en lasso. L’anneau du lasso constitue le N-terminus du peptide et 
présente une face hydrophobe et une face chargée positivement. Des 
études computationnelles réalisées sur le cristal du CXCR4 (Wu et al., 2010) 
suggèrent que la face basique de l’EPI-X4 forme des interactions 
électrostatiques avec la face extracellulaire chargée négativement du 
CXCR4. 
EPI-X4 est un antagoniste qui inhibe la mobilisation calcique et la migration 
cellulaire induite par CXCL12 via CXCR4, bloque l’internalisation du CXCR4 
de manière spécifique. Par ailleurs, la signalisation médiée par CXCR7 ne 
semble pas être affectée par EPI-X4. 
 
4.6 Rôles pathophysiologiques du couple CXCR4-CXCL12  
4.6.1 Cancer : Angiogenèse, Invasion et Métastases 
Les propriétés angiogéniques, prolifératives et chimiotactiques du couple 
CXCR4/CXCL12 et son rôle clé dans la domiciliation aux organes 
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lymphoïdes et la rétention du caractère souche font de lui une cible idéale 
pour la dissémination et la survie tumorale (Guo et al., 2015). Plusieurs 
cancers produisent du CXCL12 et à ce jour, le mécanisme expliquant le 
mieux l’expression régulée du CXCL12 par les cancers est l’hypoxie 
(Ceradini et al., 2004; Burger, 2006). Le microenvironnement tumoral enrichi 
en CXCL12 favorise l’angiogenèse et la prolifération de ces tumeurs. À 
l’heure actuelle, 23 types de cancers surexpriment le CXCR4 (Scholten et 
al., 2012). 
Le récepteur CXCR4 est exprimé dans certains tissus tels que l’épithélium de 
la prostate, des ovaires ou du sein, uniquement dans des conditions 
tumorales (Sun et al., 2003; Cabioglu et al., 2005). De plus, une forte 
expression de CXCR4 et/ou de CXCL12 dans le cancer du sein et de la 
prostate est corrélée à une plus grande agressivité des tumeurs et de plus 
grands et plus nombreux foyers métastatiques. Une forte expression de 
CXCR4 est dans certains cas considérée comme un marqueur de pronostic 
vital délétère (Akashi et al., 2008; Maréchal et al., 2009; Otsuka et al., 2011), 
un facteur de résistance aux traitements dans certains types de cancers 
(Trautmann et al., 2014), et un marqueur de prédiction de rechute. Le 
CXCR4 est un récepteur de choix pour les cancers, les cancers CXCR4+ 
exploitent sa signalisation d’une myriade de façons. Les cellules 
cancéreuses utilisent le récepteur CXCR4 pour naviguer vers des organes 
distants riches en CXCL12, il utilisent le potentiel angiogénique de l’axe pour 
former de métastases et favoriser leur néovascularisation (Orimo et al., 2005; 
Taichman et al., 2002). 
De même, plusieurs tumeurs primaires exprimant le CXCR4, exploitent la 
fonction du CXCL12 dans la rétention des cellules souches 
hématopoïétiques et les propriétés chimiotactiques du couple, et migrent 
dans les organes lymphoïdes primaires comme la moelle osseuse 
(Konopleva and Jordan, 2011; Schuettpelz and Link, 2011). Leur 
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domiciliation dans ce microenvironnement a pour conséquence de 
favoriser  leur croissance locale, leur survie mais aussi l’acquisition du 
caractère souche et la quiescence (Figure 17) ; on parle alors de cellules 
souches cancéreuses (CSC)(Croker and Allan, 2008). Le caractère souche 
de cette population de cellules leur confère une grande capacité de survie 
et de renouvellement (Gatti et al., 2013; Trautmann et al., 2014). Leurs 
domiciliations stimulent la sécrétion de facteurs angiogéniques dont le 
vascular endothelial growth factor (VEGF) qui favorise la néovascularisation 
alimentant ainsi les tissus cancéreux (Jin et al., 2006). L’aspect dynamique 
du processus permet ensuite à cette population cancéreuse souche 
exprimant le CXCR4 d’échapper à la rétention induite par le CXCL12 et 
ultimement de coloniser  d’autres organes (Petit et al., 2002). 
Conformément à son rôle dans l’angiogenèse, l'activation de CXCR4 
stimule la production de métalloprotéases de la matrice, augmentant la 
capacité des cancers à sortir du site de la tumeur primaire (Bartolomé et 
al., 2004; Chu et al., 2007; Eck et al., 2009). En outre, la signalisation induite 
par CXCL12 est également capable d'améliorer l'activité de l'intégrine 
améliorant l'adhérence cellulaire.  
D’autres pathologies virales comme le VIH ou l’herpes profitent du potentiel 
du duo CXCR4/CXCL12  pour s’implanter et se disséminer (Arnolds et al., 
2014 ; Martin-Martinez et al., 2015). 
  
	 	 	55 
 
 
Figure 17 : Compétition des cellules cancéreuses pour l’occupation des 
niches endostéales et périvasculaires  
Figure tirée de Schuettpelz and Link, 2011. 
 
4.6.2 Implications du CXCR4 dans le VIH-1   
Le Virus de l’immunodéficience humaine est un virus du genre lentivirus et 
de la famille des Retroviridae qui cible majoritairement les cellules du 
système immunitaire (Barré-Sinoussi et al., 1983; 2013). CXCR4 au même titre 
que le récepteur à chimiokine CCR5 est un corécepteur d’entrée du VIH 
(Berger et al., 1999). Le VIH s’attache à son récepteur principal CD4 grâce 
aux trimères de sa glycoprotéine virale gp120. La liaison de gp120 à CD4 
entraine une réarrangement conformationnel de ses boucles ce qui permet 
à sa boucle V3 par des interactions électrostatiques de lier CXCR4 ou CCR5 
(Sattentau et al., 1993; Groß et al., 2013). Cette interaction va ensuite 
induire la fusion de la membrane virale à la membrane cellulaire grâce à la 
glycoprotéine de fusion virale gp41, permettant ainsi la relâche de la 
capside virale dans le cytoplasme (Permanyer et al., 2010). Le rétrovirus va 
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alors transcrire son génome constitué d’acide ribonucléique en acide 
désoxyribonucléique en détournant la machinerie génomique de la cellule 
hôte. Certaines souches de VIH préfèrent utiliser le corécepteur CCR5, on 
parle alors de virus à tropisme R5, tandis certaines souches du virus utilisent 
plutôt le corécepteur CXCR4, ce sont des virus à tropisme X4 (Clapham and 
McKnight, 2001).  Les souches R5 infectent davantage les macrophages, les 
cellules T CD4+ activées et les cellules dendritiques tandis que les souches 
X4 ciblent préférentiellement les cellules T CD4+ naïves et les lymphocytes T 
mémoires (Joseph et al., 2015). Certaines souches de VIH sont à tropisme 
mixte (R5/X4) et ciblent de manière indifférenciée les cellules exprimant l’un 
ou l’autre des récepteurs (Berger et al., 1999). Les deux tropismes peuvent 
coexister cependant CXCR4 est davantage impliqué dans les stades tardifs 
de l’infection. L’apparition de souches X4 exclusives est un facteur 
d’aggravation de la maladie et corrèle avec l’infection de cellules T naïves 
et mémoires CD4+ et l’évolution de la maladie vers la phase SIDA (Ribeiro et 
al., 2005). Le Syndrome de l’immunodéficience acquise  est  le  stade  
terminal  de  l'infection par le VIH et  finit  par  la  mort  de  l’hôte,  des  suites 
de maladies  opportunistes.   
 
4.6.3 Syndrome de WHIM 
Le syndrome de WHIM (warts, hypogammaglobulinemia, infections, 
myelokathexis) est un déficit immunitaire autosomique dominant 
congénital caractérisé par une neutropénie résultant de la rétention et de 
l’apoptose des neutrophiles matures dans la moelle osseuse. Cette 
neutropénie a des conséquences à la fois dans la réponse immunitaire 
innée et dans la réponse immunitaire adaptative. Les patients atteints du 
syndrome de WHIM développent une hypogammaglobulinémie  associée 
à une susceptibilité accrue aux lésions du papillomavirus humain et un 
risque accru d’infections bactériennes (Diaz, 2011). Ce syndrome et ces 
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effets délétères sont directement liés à une anomalie fonctionnelle du 
récepteur CXCR4. Le syndrome de WHIM est causé par soit une mutation 
faux-sens soit par une mutation non-sens au niveau du C-terminal du 
CXCR4 (Hernandez et al., 2003; Liu et al., 2012). Ces mutations mènent à un 
défaut de désensibilisation et d’internalisation du récepteur et une 
signalisation accrue (McCormick et al., 2009). Tel que discuté dans le 
chapitre ayant attrait à l’arrêt de la signalisation, la queue C-terminale du 
CXCR4 est cruciale et intervient dans les différentes étapes clés du 
processus d’arrêt de la signalisation telles que l’internalisation, l’endocytose, 
sa désensibilisation, son ubiquitinilation et sa dégradation (Marchese and 
Benovic, 2001), les défauts affectant le C-terminal débalance le système 
dans un état d’activation chronique  et prévient le retour au niveau basal 
du CXCR4.  
Le syndrome de WHIM est lié à une stimulation prolongée et répétée du 
CXCR4 et au rôle essentiel du CXCR4 dans la domiciliation des leucocytes 
dans la moelle osseuse (Balabanian et al., 2008).  
 
4.6.4 Arthrite rhumatoïde 
L’arthrite rhumatoïde (AR) est une maladie auto-immune inflammatoire qui 
affecte principalement les articulations. L’AR entraine des douleurs 
articulaires et une inflammation de la membrane synoviale (synovite). La 
membrane synoviale va sécréter anormalement de la synovie qui va 
s’accumuler au niveau de l’articulation et créer un épanchement synovial.  
Chez les personnes atteintes d’AR, on retrouve également un 
épaississement de la membrane synoviale résultant de la multiplication 
anarchique des cellules de celle-ci (Sweeney and Firestein, 2004). 
L’inflammation chronique de la synovie amène à l’érosion des articulations 
et des tendons entrainant des déformations articulaires majeures. L’érosion 
des articulations est une conséquence directe de l’activation continue du 
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système immunitaire qui considère les articulations comme un élément 
étranger (Noss and Brenner, 2008). Les leucocytes recrutés, une fois 
activées, sécrètent des enzymes protéolytiques qui détruisent la matrice 
cartilagineuse, et stimulent la prolifération des synoviocytes qui envahissent 
le cartilage (McInnes and Schett, 2011). On retrouve chez les patients 
atteints d’AR une surexpression du CXCL12 dans la synovie et dans le sérum 
(Grassi et al., 2004). Le microenvironnement riche en CXCL12 favorise la 
migration des cellules immunitaires dans la synovie ; on observe alors une 
accumulation des lymphocytes T mémoires et des ostéoclastes exprimant 
CXCR4 (Bradfield et al., 2003). La forte concentration en CXCL12 permet 
une stimulation autocrine et paracrine des lymphocytes T et des 
synoviocytes conservant le système dans un état inflammatoire chronique. 
 
4.7 Ligands exogènes  
Le CXCR4 est impliqué dans de nombreux mécanismes immunitaires 
notamment le trafic des cellules immunitaires et ses rôles multiples le 
placent dans un environnement propice au contact d’agents infectieux.  
 
4.7.1 gp120 
Le VIH interagit avec son corécepteur CXCR4 via sa glycoprotéine gp120 
(Tamamis and Floudas, 2013). La glycoprotéine gp120 est composée 5 
régions constantes (C1-C5) formant le cœur de la protéine, séparées par 5 
régions variables (V1-V5) formant des loupes à la surface de la protéine.  
Les boucles V1 à V4 sont formées par des ponts disulfures. La gp120 est une 
structure hautement organisée, composée de plusieurs feuillets β, d’hélices 
α  et de boucles (Kwong et al., 1998). 
Des mutations des résidus aspartate et glutamate du N-terminus et des 
boucles extracellulaires (ECL2 et ECL3) du CXCR4 (Brelot, 2000) et des 
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mutations de la gp120 ont permis de mettre en évidence le rôle clé des 
interactions électrostatiques dans la reconnaissance du CXCR4 par la 
gp120 (Lin et al., 2003). Le cœur de la gp120 interagit fortement avec le N-
terminus du récepteur. La troisième région variable de la gp120 (V3) est 
également largement impliquée dans la reconnaissance du corécepteur 
(Huang et al., 2005). Structuralement, la boucle V3 est composée de 35 
acides aminés, dont plusieurs résidus basiques, formant un feuillet β 
antiparallèle servant de crochet pour l’amarrage à la boucle extracellulaire 
2 (ECL2) du corécepteur. Des analyses de séquence ont montré que si les 
résidus en position 11 et/ou 25 de la boucle V3 sont basiques, le tropisme X4 
est largement favorisé (Shioda et al., 1992; Sander et al., 2007). La 
composante structurale de la boucle v3 est aussi importante car des 
mutations alanine dans le tour β préviennent la fusion médiée par gp41 et 
réduisent drastiquement le potentiel infectieux du VIH-1(Ivanoff et al., 1992). 
 
4.7.2 Viral Macrophage Inflammatory Protein-II (v-MIPII) 
Les virus ne ciblent pas uniquement les récepteurs à chimiokines en tant 
que point d’entrée mais également en tant qu’outils moléculaires pour 
tromper le système immunitaire (Alcami, 2003). La chimiokine virale v-MIPII 
exprimée par le virus de l’Herpes associé au sarcome de Kaposi en est un 
parfait exemple. v-MIPII est capable de se lier de manière indifférenciée à 
toutes les classes de récepteurs à chimiokines (Szpakowska and Chevigné, 
2016). En se liant, elle agit comme un antagoniste neutre ou un agoniste sur 
certaines voies de signalisation et permet au virus d’échapper à la 
détection et à la réponse immune médiée par le système chimiokinergique. 
Structuralement, la chimiokine v-MIPII appartient à la famille des 
chimiokines CC et présente une forte homologie de séquence avec le 
CCL2 d’où son autre appellation vCCL2. v-MIPII est constituée de 70 résidus 
et présente de nombreux résidus basiques. Elle présente une topologie 
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similaire aux chimiokines non virales à savoir une structure très organisée en 
C-terminale et un N-terminus flexible non organisé (Figure 18) (Liwang et al., 
1999). Elle a une haute affinité pour les glycosaminoglycanes supérieure à 
la majorité des chimiokine humaines. Les études de RMN ont permis de 
montrer qu’on retrouve essentiellement des interactions électrostatiques 
entre les arginines d’une face de v-MIPII et les groupements sulfates des 
saccharides (Zhao and LiWang, 2010).  
v-MIPII passe par un mode de liaison identique aux chimiokines et par 
extension à CXCL12, avec tout d’abord une stabilisation de son C-terminal 
par les GAG, des interactions électrostatiques avec le N-terminus du 
récepteur puis l’insertion de son N-terminus entre les DTM du récepteur 
(Szpakowska and Chevigné, 2016). Toutes ces mimiques virales pourraient 
être considérées comme un chemokine-jacking qui fragilise le système 
chimiokinergique et immunitaire en facilitant la dissémination des virions et 
en prévenant la réponse immunitaire. 
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Figure 18 : Structure de la chimiokine virale v-MIPII  
Figure tirée de Szpakowska and Chevigné, 2016. 
 
 
5. Relation structure-activité du couple CXCR4/CXCL12  
Encouragé par des enjeux thérapeutiques majeurs comme l’infection au 
VIH, les pathologies auto-immunes et par son rôle central dans le cancer, 
de nombreux groupes se sont intéressées au CXCR4 comme cible 
thérapeutique et de nombreuses molécules ciblant le CXCR4 ont été 
développées. Avec pour objectif d’effectuer un design rationnel de ligands 
ciblant le CXCR4, différentes études ont été réalisées en amont pour mieux 
comprendre le mode de liaison du CXCL12 sur CXCR4. 
 
!
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5.1 Interaction CXCL12-CXCR4  
Les diverses données structurales sur CXCL12 obtenues par RMN plus 
précisément par transfert de saturation, ainsi que les données obtenues par 
mutagénèse dirigée ont permis de mettre en évidence plusieurs motifs 
d’interaction entre CXCR4 et CXCL12 (Crump et al., 1997; Kofuku et al., 
2009; Veldkamp et al., 2009).  
Le groupe de Kofuku propose un modèle à deux sites de liaison avec un 
premier site de forte affinité impliquant le C-terminal du CXCL12 et un site 
de plus faible affinité impliquant le N-terminus du CXCL12. Dans leur 
approche, la méthodologie utilisée est le transferred cross saturation (TCS) 
combinée à la RMN 2D Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC). 
Leurs résultats montrent que les résidus Val3 et Leu5 du N-terminus, les 
résidus Val23, Leu26 et Ile28 du brin β1, les résidus Leu29, Val39 et Val49  
d’une des faces du feuillet β  et la Leu55 de la boucle 50s font des 
interactions avec le CXCR4. Les auteurs proposent après leurs expériences 
de TCS que le CXCL12 se lierait au CXCR4 sur une surface étendue avec le 
N-terminus du CXCR4 qui se lierait à la boucle N du CXCL12 qui contient 
des résidus acides et basiques. Le feuillet β du CXCL12 quant à lui et la 
boucle 50s lierait la région du CXCR4 et les boucles extracellulaires. En 
outre, leurs résultats HSQC montrent également que les interactions du C-
terminal du CXCL12 avec les diverses régions extracellulaires du CXCR4 
seraient très stables.  
Le N-terminus serait quant à lui hautement dynamique et semblerait 
s’insérer entre les DTM du CXCR4. Rétrospectivement, les études de 
mutagénèse du groupe de Brelot, renforcent ces résultats et identifient les 
résidus situés en N -terminal Tyr7N-term et Tyr12N-term du récepteur CXCR4 
comme le premier site de liaison du CXCL12 et il situe le site II au  niveau  
des  domaines  DTM2 et DTM7 et de la boucle ECL2 avec l’’implication de 
plusieurs résidus comme Asp972.63, Asp187ECL2  et Glu2887.39 (Brelot, 2000).  
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Le groupe de Huang rapporte que la liaison du CXCL12 au niveau du site, 
induirait un changement conformationnel du DTM6 et que ce changement 
serait responsable de l’activation du récepteur (Huang et al., 2003). 
Au niveau du DTM3, il a été montré que la mutation du résidu Asn1193.35  en 
sérine ou alanine générait un mutant constitutivement actif du CXCR4 
(Zhang et al., 2002) ce qui laisse penser que ce résidu jouerait un rôle de 
switch moléculaire qui suite à la liaison du ligand subirait une réorientation 
spatiale et contribuerait à la dynamique et à l’activation du récepteur 
(Karnik et al., 2003; Cabana et al., 2013). 
 
5.2 Relation Structure-Activité du CXCL12 
Bien que le récepteur CXCR4 soit largement étudié, peu de données de 
relation structure-activité ont été reportée sur sa chimiokine endogène 
CXCL12. La plupart des données SAR connue, a été obtenu sur des formes 
tronquées du CXCL12 soit par microsynthèse sur cellulose (Heveker et al., 
1998) ou par synthèse peptidique classique (Loetscher et al., 1998). Les 
études de Heveker se limitaient uniquement à des remplacements des 
acides aminés du tridécapeptide N-terminal du CXCL12 par des acides 
aminés naturels et se concentraient sur l’effet de ces substitutions sur 
l’infectivité du VIH-1. Cette étude montre que les peptides présentant une 
troncation du dipeptide N-terminal ou une mutation L5H, n’étaient pas 
capables de provoquer une relâche calcique intracellulaire dans des 
cellules exprimant CXCR4. L’étude de Loetscher se concentrait d’avantage 
sur l’influence de diverses longueurs de N-terminus du CXCL12 sur l’affinité, 
le comportement agoniste ou antagoniste et la chimiotaxie. Cette étude 
montre essentiellement que la chaine N-terminale à elle seule était 
capable d’activer le récepteur. 
Une autre étude rapporte l’effet de troncations et de substitutions, au 
niveau du N-terminus de CXCL12, sur l’affinité et sur leurs capacités à 
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activer ou non le récepteur (Crump et al., 1997). Les essais de liaison sur 
CXCL12 (2-67), CXCL12 (3-67) et CXCL12 (P2G) montrent que ces composés 
maintiennent une forte affinité pour le récepteur dans le bas nanomolaire 
cependant ces composés sont incapables d’induire la relâche calcique 
comme le CXCL12. De plus, les mesures de relâche calcique induite par les 
composés  CXCL12 (K1Orn) et CXCL12 (K1R) suggèrent qu’un groupement 
guanidine en lieu et place de l’amine n’est pas tolérée abolissant 
complètement la relâche calcique tandis qu’une chaine plus courte 
n’affecte pas l’efficacité. Des modifications affectant le dipeptide N-
terminal, sembleraient affecter drastiquement le comportement agoniste 
de CXCL12 suggérant un rôle crucial du dipeptide Lys-Pro dans l’activation 
du CXCR4.  
Des changements affectant les résidus en position 3 à 8 du CXCL12 
semblent affecter de manière moins dramatique l’affinité et l’efficacité 
néanmoins la substitution de la tyrosine en position 7 par une alanine 
affecte de manière significative l’efficacité. Cependant, la substitution de 
la tyrosine par une histidine conserve une affinité similaire au CXCL12 et une 
efficacité légèrement réduite suggérant que la tyrosine aurait un rôle 
stérique et/ou conformationnel. Par ailleurs, une élongation en N-terminal 
par un résidu glycine affectait positivement la liaison au récepteur 
suggérant un rôle moins important de l’extrémité amino-terminale du 
CXCL12.  
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5.3 Ligands synthétiques ciblant le récepteur CXCR4 
5.3.1 Antagonistes et Agonistes inverses 
5.3.1.1 Antagonistes non peptidiques 
Comme il semble exister une forte corrélation entre la formation de 
métastases et CXCR4, et son rôle clé dans la prolifération du VIH, le 
développement d’antagonistes ciblant le CXCR4 se présente comme une 
solution de choix pour aborder ces problèmes de santé (Tableau 3). 
Le design rationnel d’antagonistes du CXCR4 se base essentiellement sur la 
mimique des interactions du CXCL12 avec le CXCR4 lors de la première 
étape de liaison. Les éléments structuraux au niveau de son N-terminus 
impliqués dans la liaison au CXCL12 ont permis de mettre lumière les 
déterminants chimiques requis pour l’obtention de ligands se comportant 
comme des antagonistes. Les cyclames sont les premiers antagonistes non 
peptidiques à avoir été développés pour cibler le CXCR4 et l’AMD3100 
(Plerixafor) est à l’heure actuelle la seule molécule ciblant le CXCR4 
approuvée par la Food Drug Administration (FDA). Initialement, développés 
pour traiter les patients atteints de VIH, le design de cyclames a débuté 
après l’identification de polyoxometallates présentant des propriétés anti-
VIH (De Clercq, 2003). Les cyclames sont des mimiques des 
polyoxometallates enrichis en azote qui ciblent essentiellement les résidus 
chargés négativement à la surface du CXCR4. Cependant, si l’on regarde 
les propriétés pharmacodynamiques de 3 dérivés de cyclames, on observe 
que l’AMD11070 et l’AMD3465 présentent des affinités nettement 
supérieures à leur équivalent bicyclame AMD3100. La liaison de l’AMD3100 
ou de ses dérivés au CXCR4 conduit à une inhibition de la relâche calcique 
induite par CXCL12 de manière spécifique (Hatse et al., 2002). 
Des souris infectées par des souches X4 traitées pendant 10 jours avec 
l’AMD3100 présentaient des niveaux de titres viraux indétectables après 
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traitement. De même, les essais cliniques chez des patients atteints de VIH 
se sont montrés largement concluants dans l’inhibition de la réplication du 
VIH-1. Cependant, l’utilisation de l’AMD3100 dans un contexte anti-VIH n’a 
pas abouti à cause de sa toxicité cardiaque mais il est utilisé comme 
mobilisateur de cellules souches hématopoïétiques dans le sang 
périphérique pour leur collecte en vue d'une autogreffe chez les patients 
atteints de lymphome ou de myélome multiple (De Clercq, 2009).  
Au niveau structural, des études de mutagénèse dirigée sur le CXCR4, 
menées sur l’AMD3100 et ses dérivés, combinées à des essais de liaison par 
compétition montrent que des mutations au niveau des résidus Tyr451.39, 
Trp942.60, Asp1714.60, Asp2626.58, Glu2887.39 affectent drastiquement la liaison 
de l’AMD3100, l’AMD3465 et l’AMD11070.  D’autres mutations comme 
Tyr1163.32 affectent l’AMD3100 et l’AMD3465 mais pas l’AMD11070, tandis 
que seuls l’AMD3465 et l’AMD11070 sont affectés respectivement par des 
mutations de l’His2817.32 et Asp972.63. Leurs études montrent que les 
cyclames seraient impliqués dans deux types d’interaction ; des 
interactions hydrophobes avec les résidus aromatiques du récepteur et des 
interactions électrostatiques qui mimeraient la première étape de liaison du 
CXCL12. Par ailleurs, une étude approfondie sur le mutant CXCR4 
constitutivement actif a permis de mettre en évidence que l’AMD3100 se 
comporterait comme un agoniste partiel du CXCR4 (Zhang et al., 2002). 
Le meilleur profil pharmacodynamique de l’AMD11070 met en exergue la 
grande implication de Asp972.63 dans la liaison de CXCL12 et la forte 
interaction électrostatique potentielle entre l’amine primaire de 
l’AMD11070 et l’acide carboxylique de Asp972.63(Wong et al., 2008). 
 
Par opposition à la vision classique de design rationnel, d’autres 
antagonistes ont été identifiés par criblage à haut débit (High Throughput 
Screening, HTS) en utilisant un test fonctionnel. Parmi eux, on retrouve le IT1t 
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résultant de l’optimisation d’un composé tête de série obtenu par criblage 
à haut débit (Thoma et al., 2008). Le IT1t est un puissant antagoniste du 
CXCR4, il bloque la migration et la relâche calcique induite par CXCL12, 
prévient la liaison du VIH-1 et empêche la réplication virale. Bien que plus 
puissant que l’AMD3100 dans les essais de liaison, l’IT1t s’est montré 
équipotent dans l’inhibition virale de souches à tropisme X4. Cette disparité 
au niveau de la liaison laisse penser que l’AMD3100 et l’IT1t ne sont pas des 
ligands orthostériques. L’IT1t interférerait donc avec le site de liaison de la 
gp120 et un des sites de liaison de CXCL12 (Thoma et al., 2008). En outre, le 
IT1t présente d’excellentes propriétés pharmacocinétiques ce qui fait de lui 
un candidat phare pour des essais cliniques (Thoma et al., 2008). 
 
5.3.1.2 Antagonistes peptidiques 
Divers antagonistes peptidiques ciblent le CXCR4 et les études portent 
principalement sur leur capacité à bloquer les interactions entre le VIH-1 et 
le CXCR4 mais aussi dans une optique de développer des agents anti-
cancéreux. Une voie pour la conception d'inhibiteurs spécifiques de CXCR4 
est d'utiliser sa chimiokine naturelle comme modèle de conception et de 
mimer synthétiquement les motifs structuraux des les régions hautement 
organisées du CXCL12 (région C-terminale).  
Ainsi en utilisant le N-terminus du CXCL12, une famille de composés a été 
générée essentiellement basé sur les 13 premiers résidus en N-terminal du 
CXCL12. Ces molécules sont soit modifiées au niveau du dipeptide N-
terminal où la proline est remplacée par une glycine ou la leucine en 
position 5 du N-terminus est substituée par une histidine. Dans cette même 
classe de molécule on retrouve des dimères de l’antagoniste P2G 
rattachés par un pont disulfure ou par un linker lysine. Ces molécules ne 
présentent aucun profil chimiotactique. 
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Des nombreuses mimiques structurales du C-terminal du CXCL12 existent ; la 
découverte en 1991 du potentiel antiviral (VIH-1) de peptides comme la 
tachyplesin ou la polyphemusin isolés d’hémocytes de la limule a ouvert la 
voie au design rationnel d’antagonistes peptidiques cycliques (Masuda et 
al., 1992). Ces peptides antimicrobiens contiennent deux ponts disulfures 
qui stabilisent la structure en feuillets β antiparallèles et présentent plusieurs 
résidus basiques. Le premier peptide développé sur ce modèle par le 
groupe de Tamamura est le T22, un peptide de 18 acides aminés. Ce 
peptide présente une affinité dans le bas nanomolaire pour le récepteur 
CXCR4 et une forte activité anti-HIV (Nakashima et al., 1992). 
Les différentes études de ce groupe sur le T22 ont permis de mettre en 
évidence que l’activité anti-VIH du T22 est directement liée au nombre de 
résidus Arg à l'extrémité N-terminale de T22 et au nombre de résidus 
chargés positivement mais que la longueur de la chaine latérale basique 
n’était pas un facteur limitant. De plus, les chaines latérales de certains 
résidus comme la tyrosine en position 5 semblent être également cruciales. 
Quant à l’importance de sa structure secondaire, le pont disulfure majeur  
semble indispensable pour le maintien de la structure en feuillet β et pour 
l’activité anti-VIH. 
Les études de SAR sur T22 ont permis de développer une série de composés 
qu’on pourrait regrouper  dans une sous famille de composés, apparentée 
au T140. Le T140 est un tétradécapeptide obtenu par optimisation de 
« lead », agoniste inverse du CXCR4. Comme le composé parent mais de 
manière plus efficace, le T140 inhibe la relâche calcique induite par 
CXCL12 et  présente une forte activité anti-VIH(Tamamura et al., 1998). 
Structuralement, l’insertion de motifs structuraux de stabilisation de tours β  
et  d’un résidu 2-NaphtylAlanine en lieu et place du Trp natif de T22 a pour 
effet d’augmenter l’affinité du T140 pour CXCR4. Par ailleurs, les études 
successives de SAR sur le T140 ont permis d’identifier les arginines en position 
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2 et 14, la Tyrosine  en position 5 et le 2-NaphtylAlanine comme 
indispensables à l’activité du T140 (Tamamura et al., 2001). 
À la lumière de ces informations, une optimisation plus poussée du T140 a 
été réalisée avec pour objectif principal de réduire la taille du peptide. En 
se basant uniquement sur les résidus du T140 nécessaires à l’activité 
biologique et utilisant une glycine pour comme lien pour fermer le cycle et 
conserver une structure en feuillet β antiparallèle, le même groupe a 
développé une nouvelle classe de molécule qu’on regroupera sous le nom 
de T140-pentapeptide. Les études de stéréochimie et de positionnement 
des acides aminés de ce pentapeptide a permis de développer un 
pentapeptide le FC131 présentant une affinité dans le bas nanomolaire et 
une puissante activité anti-VIH (Tanaka et al., 2009). 
D’autres peptidomimétiques comme le POL6326 ou POL3026 ou encore le 
CVX15 ont été développés pour antagoniser le CXCR4. Ils sont le résultat de 
l’optimisation du T140 notamment au niveau de l’inducteur de tournants β 
et présentent une structure en feuillets β antiparallèles stabilisés (Robinson, 
2008) et contiennent moins de résidus basiques. Le composé POL6326 est 
actuellement en étude clinique de phase IIb pour trois indications ; la 
mobilisation de cellules souches pour des greffes hétérologues (Rettig et al., 
2011), la mobilisation de cellules souches en cas d’infarctus du myocarde 
et enfin le traitement de patientes atteints de cancers du sein. La phase IIa 
achevée en novembre 2015 s’est montrée très concluante tant au niveau 
de l’efficacité que de l’innocuité. Le POL3026 injectée en intraveineux 
pendant 2h à la dose de 1500 µg/kg entraine une bonne mobilisation de 
cellules souches CD34+ clonogéniques et peu d’effets secondaires. De plus, 
un rétablissement rapide après l’aphérèse est observé (Karpova et al., 
2015).  
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Une autre voie pour la conception d'inhibiteurs du CXCR4 est de mimer des 
protéines interagissant avec CXCR4 dans des conditions pathologiques. 
Ainsi, parmi eux, on retrouve le ALX40-4-C qui comme les cyclames et ses 
dérivés ciblent les résidus chargés négativement du CXCR4. L’ALX40-4-C est 
un peptide hautement basique constitué de 9 arginine, mimique de la 
protéine virale Tat (Meanwell, 2011). En se liant aux résidus chargés de 
CXCR4, il empêche les interactions de la boucle V3 du VIH-1 avec CXCR4 
(O'Brien et al., 1996).  
Le CXCR4 peut être aussi reconnu par le v-MIPII notamment par ses 21 
premiers résidus (Luo et al., 2000). L’étude de ce motif peptidique a permis 
de développer le composé RCP168 qui présente une activité antivirale 
comparable à l’inhibiteur de fusion du virus de l'immunodéficience 
humaine développé par Roche (Enfurvitide). Contrairement aux 
antagonistes décrits jusqu’ici, le RCP168 ne bloque pas la relâche calcique 
induite par CXCL12 sauf à de très hautes concentrations (Choi et al., 2005). 
La dichotomie entre ses puissants effets inhibiteurs sur le VIH-1 et le fait qu’il 
ne bloque pas la fonction physiologique du CXCR4 lui confère un intérêt 
particulier. Cette dichotomie révèle une différence cruciale de mode de 
liaison du VIH-1 et du CXCL12, différence hypothétiquement exploitable 
pour un design de molécules présentant moins d’effets secondaires reliés à 
l’inhibition complète du CXCR4 (Choi et al., 2005). 
De nombreuses autres structures chimiques sont utilisées pour antagoniser le 
CXCR4, pour la plupart ils partagent une composante basique et sont 
généralement composés de cycles aromatiques. On retrouve des 
aminopyridines, des tetrahydroquinolines, des indoles fonctionnalisés par 
des guanidines, des  p-xylyl-enediamine, des guanides, des quinolines et la 
majorité de ces composés ciblent le site de haute affinité du CXCR4 
(Debnath et al., 2013). 
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5.3.2 Agonistes 
Une voie pour la conception d’agonistes spécifique du CXCR4 est d'utiliser 
son N-terminus comme point de départ et d’intégrer les déterminants 
structuraux nécessaires pour l’activation du CXCR4. Ainsi différentes 
longueurs du N-terminus du CXCl12 sont utilisées comme agonistes du 
CXCR4, on retrouve également des chimères du CXCL12 constituées N-
terminus du CXL12 sur laquelle on a greffé l’hélice α C-terminale du CXCL12 
(Cai et al., 2004).  
Basé sur le modèle à deux sites de Kofuku et aidé par les études de 
photomarquage réalisées sur le T140 (Boulais et al., 2009), des chimères 
T140-CXCL12  ont été développées. Ces chimères présentent des propriétés 
pharmacodynamiques similaires au CXCL12 et induisent la migration de 
REH, une lignée lymphocytaire exprimant le CXCR4 de manière endogène 
(Lefrançois et al., 2011). 
Récemment, une autre classe de molécules a été reportée comme 
agoniste du CXCR4, il s’agit de modulateurs allostériques du CXCR4 qui 
n'empêchent pas la liaison du CXCL12 et dont le site de liaison se trouve au 
niveau des boucles intracellulaires. Ce sont des lipopeptides perméants, 
également appelés pepducines, qui miment les boucles intracellulaires 
(Carlson et al., 2012) du CXCR4 et interagissent avec ses partenaires 
intracellulaires provoquant ainsi l’activation des voies de signalisation du 
CXCR4. Ces lipopeptides sont sélectifs pour CXCR4, se comportent comme 
CXCL12 mais nécessitent des concentrations dans le micromolaire. La 
pepducine lead, sur CXCR4, ATI2341, induit la relâche calcique et la 
mobilisation de CSC et de  HSC en masquant le gradient physiologique de 
CXCL12 (Tchernychev et al., 2010). 
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Tableau 3 : Liste non exhaustive des molécules ciblant le CXCR4 
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5.4 Structures cristallines du récepteur CXCR4  
Le CXCR4 est le premier récepteur peptidergique de la classe A à avoir été 
cristallisé (Wu et al., 2010). La mobilité des 7TMR à l’état basal ou en 
présence d’agonistes rend leurs cristallisations plus ardues. 
On retrouve deux structures cristallines inactives du récepteur CXCR4 
parues respectivement en 2010 (Wu et al., 2010) et 2015 (Qin et al., 2015) et 
co-cristallisées avec soit un antagoniste peptidique synthétique du CXCR4 
(CVX15), soit un antagoniste exogène (v-MIPII) ou un antagoniste non 
peptidique (IT1t) (Qin et al., 2015). La cristallisation du CXCR4 avec ces 
divers antagonistes (Figure 20) permet d’observer un état particulier du 
récepteur dans l'ensemble des états conformationnels du récepteur.  
Plusieurs résidus et motifs largement conservés au sein de la famille des 
RCPG de classe A sont retrouvés dans le cristal du CXCR4. Les nombreuses 
données obtenues sur le récepteur Rhodopsine et les récepteurs 
adrénergiques servent de modèles pour extraire les déterminants 
structuraux clés du CXCR4. Le groupe de Stevens rapporte en 2010 trois 
construits avec une résolution variant de 2.5 à 3.2 Å. Ces construits 
présentent une ou deux mutations thermostabilisantes, une troncation 
partielle variable du C-terminal, un N-terminus tronqué et le lysozyme T4L 
inséré à différentes positions entre le DTM5 et le DTM6 pour assurer une 
stabilisation supplémentaire et faciliter la purification et la cristallisation.  
La topologie globale du récepteur CXCR4 montre qu’il comprend 7 hélices 
α, une pochette de liaison profonde et relativement large mais il se 
distingue cependant, au niveau de la face extracellulaire de ses DTM et de 
ses boucles ECL, des récepteurs adrénergique ß2AR et A2aAR. Le DTM1 se 
retrouve à proximité de l’axe central, le DTM2 présente un tour d’hélice plus 
serré induit par la Pro922.58 ce qui crée un léger décalage dans l’alignement 
de séquence et une rotation de son extrémité extracellulaire. Le DTM6 est 
similaire aux autres RCPG mais son résidu le plus conservé la Pro2546.50 crée 
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un coude plus prononcé entrainant une légère réorientation de son 
extrémité extracellulaire. Dans le mode d’activation des RCPG de classe A 
et le concept de global toggle switch, la bonne réorientation de la 
Pro2546.50 est cruciale pour favoriser le couplage de la protéine G en 
intracellulaire. Ainsi, dans les construits, une mutation T2406.36P perturbe 
grandement le DTM6 et affecte la liaison de la protéine G. Dans des essais 
fonctionnels, ce mutant est d’ailleurs inactif. Le DTM4 quant à lui présente 
une déviation de ses deux extrémités. 
Les DTM5 et DTM7 présentent respectivement 1 à 2 tours d’hélices 
supplémentaires au niveau extracellulaire.  Les deux tours supplémentaires 
du DTM7 induisent une réorientation de la Cys2747.25 vers la face 
extracellulaire et notamment vers la Cys28N-Term du N-terminus elle même 
contrainte et orientée par la Pro27. L’orientation de ces deux cystéines les 
place dans des positions stratégiques et idéales pour la formation d’un 
pont disulfure. 
L’ECL2, connue pour avoir une structure variable dans les RCPG de classe 
A, adopte une structure à deux feuillets ß antiparallèles et régule avec le 
N-terminus l’accès des ligands à la pochette de liaison. On retrouve entre 
l’ECL2 et le TM3, le pont disulfure classique des récepteurs à chimiokines et 
plus largement des récepteurs de classe A. Le CXCR4 se distingue 
néanmoins des récepteurs de classe A par la présence de deux ponts 
disulfures et ceux-ci sont cruciaux à la liaison du ligand. Les deux ponts S-S 
contraignent le positionnement des feuillets ß de l’ECL2.  
Les boucles extracellulaires 1 et 3 sont quant à elles désorganisées et ne 
sont pas orientées vers la pochette de liaison. Les boucles intracellulaires et 
la partie intracellulaire des DTM du CXCR4, présentent davantage de 
similitudes avec les récepteurs β2AR et A2aAR 
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 Le Tyrosine Toggle Switch qui joue un rôle de barrière hydrophobe se 
retrouve localisé profondément dans le CXCR4 en toute fin du DTM7 de 
manière similaire au récepteur β2Ar et à A2aAr.  
Le CXCR4 ne présente pas d’hélice 8 mais contient des motifs hélicoïdaux 
et notamment un motif [F(RK)xx(FL)xxx(LF)] partiel. Le C-terminal à partir du 
résidu Ala3037.54 présente une conformation étendue et ne présente pas 
de site de palmitoylation fréquent dans les RCPG et permettant l’ancrage 
des RCPG à la membrane lipidique. 
La reconnaissance moléculaire entre le CXCR4 et le IT1t et le peptide 
cyclique CVX15, est différente et leurs liaisons respectives induisent des 
différences conformationnelles. La pochette de liaison est composée des 
DTM1, DTM2, DTM3 et DTM7 et l’ECL2 pour le IT1t tandis que le CVX15 
occupe une pochette plus importante avec des contacts avec les DTM3, 
DTM4, DTM5, DTM6, DTM7 et ECL2. Les azotes protonables du IT1t sont 
cruciaux et font des contacts polaires et des contacts hydrophobes avec 
divers résidus du CXCR4. Les azotes de la thiourée symétrique sont 
échangeables et majoritairement l’azote 4 forme un pont salin avec 
Asp972.63. Il est envisageable que l’autre isomère présentant la double 
liaison entre le carbone 9 et l’azote 4 fasse aussi un pont salin entre l’azote 3 
et Asp972.63 et qu’un interaction polaire additionnelle avec le carbonyl de 
la Cys186ECL2 de l’ECL2 viennent stabiliser le système. L’imidazothiazole 
protonée est impliquée dans un pont salin avec Glu2887.39. Les noyaux 
cyclohexyle et les atomes de souffre forment de nombreux contacts 
hydrophobes avec plusieurs résidus du DTM2, du DTM3 et de la boucle 
extracellulaire 2 du CXCR4. Les atomes de souffre de l’imidazothiazole et 
de la thiourée symétrique forment des contacts hydrophobes avec le 
Trp942.60 (S1), l’Asp187 et le carbonyl de de la Cys186 (S2). Les noyaux 
cyclohexyle font des interactions hydrophobes avec Trp942.60, Trp102ECL1, 
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Val1123.28, Arg183ecl2, Ile185ECL2, Cys186ECL2. Un des deux groupements 
méthyle est impliqué dans un contact hydrophobe avec Tyr1163.32. 
Le peptide cyclique CVX15 est impliqué majoritairement dans des 
interactions hydrogène et électrostatiques avec le CXCR4 et est stabilisé 
par des ponts H intramoléculaires. On retrouve néanmoins quelques 
contacts hydrophobes des résidus aromatiques du CVX15 notamment des 
interactions du résidu naphtylalanine (Nal3) et Tyr5 avec les chaines 
latérales ou en marge du TM5. L’arginine en position 1 du CVX15 est 
impliquée dans plusieurs interactions avec des résidus de l’ECL2 à savoir 
Asp187ECL2 et Arg188ECL2. L’arginine 2 se trouve au cœur de multiples 
interactions avec les DTM3, DTM4 et ECL2.  L’Arg2 du CVX15 interagit avec 
des résidus polaires à savoir Arg188ECL2, Thr1173.33 et Asp1714.60 et forme des 
ponts H avec His1133.29 dans sa forme protonée. La Cystéine en position 4 
du CVX15 forme des contacts exclusivement avec l’ECL2 et les résidus 
Arg188ECL2 et Tyr190ECL2. Le tétrapeptide 1Arg-Arg-Nal-Cys4 forme des liaisons 
hydrogène avec les résidus Asp187ECL2 et Tyr190ECL2 et ajoute un troisième 
brin partiel à la structure en feuillets ß antiparallèles de l’ECL2. 
La Lys7 interagit avec Asp1935.32 et l’Arginine 14 fait plusieurs contacts dont 
un pont salin avec Asp2626.58. La D-Proline en C-terminal se retrouve 
localisée  en profondeur dans la pochette et fait des interactions médiées 
par l’eau avec Glu2887.39. Les données cristallographiques obtenues avec 
CVX15 pondèrent l’importance des résidus impliqués dans la liaison au 
CXCR4 et corrèlent largement avec les données de SAR obtenus avec 
l’équivalent structural du CVX15 ; le T140 (Tamamura et al., 2003a; 2003b). 
Le même groupe reporte en 2015, en utilisant une méthode différente qui 
nécessite la formation de ponts disulfure et donc une complexation 
irréversible entre le ligand et le récepteur, un construit entre la chimiokine 
virale v-MIPII mutée (Trp5Cys) et le CXCR4 contenant la mutation 
Asp187Cys (ECL2). Le complexe CXCR4(D187C):vMIP-II(W5C) présente une 
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résolution de 3.1 Å. De manière similaire au cristal de 2010, la topologie 
globale du CXCR4 comprend 7 domaines transmembranaires hélicoïdaux.  
L’interface extracellulaire du CXCR4 forme la pochette de liaison, celle-ci 
est composée de deux sous pochettes (CRS1 mineure et CRS2 majeure) à 
la surface des DTM, la pochette est ouverte et hautement négativement 
chargée. Le N-terminal et la boucle N du v-MIPII sont largement impliqués 
dans interactions avec le récepteur et v-MIPII occupe une interface de 
contact vaste. La boucle N et le troisième brin ß du C-terminal de v-MIPII 
sont engagés dans plusieurs contacts avec le N-terminus du CXCR4 
notamment avec le pentapeptide 23SMKEP27.  
Plus profond dans la pochette de liaison, le N-terminus de la chimiokine 
virale est impliqué dans un réseau de ponts H avec des résidus tels que 
Asp972.63, Asp2626.58 et Glu2887.39, préalablement décrits pour avoir un rôle 
prépondérant dans les interactions du CXCR4 avec CXCL12. La leucine en 
position 1 du v-MIPII fait des contacts multiples avec Asp972.63, Trp942.60 et 
Cys186ECL2 de manière comparable à l’imidazothiazole de l’IT1t. 
Au niveau des DTM, très peu de différences avec le cristal de 2010 sont 
observables cependant certains DTM sont plus affectés par la liaison du v-
MIPII au CXCR4. Le N-terminus du CXCR4 semble adopter une position 
perpendiculaire à la membrane plasmique et une structure en feuillet ß 
engagée dans des interactions avec le motif 11Cys-Cys12 de la boucle N de 
v-MIPII. Le positionnement du N-terminus du CXCR4 contraint la face 
extracellulaire du DTM1 à une position décalée vers l’extérieure ce qui 
entraine la formation d’un tour d’hélice supplémentaire et une flexion au 
niveau du DTM. 
L’occupation de la face extracellulaire du CXCR4 par v-MIPII induit un 
rapprochement des deux brins β de l’ECL2 vers la pochette de liaison 
notamment des résidus Asp181ECL2 et Asp182ECL2 avec la lysine 10 de v-MIPII.  
Néanmoins, cette différence pourrait être attribuable à la technique de 
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cristallisation et à l’attachement covalent de la Cys187ECL2 de l’ECL2 à la 
Cys5 de v-MIPII. 
La superposition des structures cristallines de 2010 (CVX15) et 2015 (v-MIPII) 
montre que les DTM6 et DTM7 sont les domaines qui subissent la plus grande 
déviation. Bien que le CVX15 et le v-MIPII partagent des déterminants 
structuraux de reconnaissance communs à l’interface extracellulaire 
comme Asp187ECL2 et Asp2626.58, le N-terminus du v-MIPII et les résidus du 
CVX15 ancrés plus profondément dans la pochette de liaison ne se 
chevauchent que modérément.  
Ces différences cristallographiques mettent en relief la nécessité de 
cristalliser les RCPG avec divers ligands de différente nature (agoniste, 
antagoniste, agoniste inverse, ligand biaisé) et ainsi de mettre en évidence 
les différentes conformations qui composent l’éventail conformationnel 
d’un même récepteur. 
! ! !80 
 
 
Figure 19 : Modes de liaison de vMIP-II, IT1t et CVX15 au récepteur CXCR4. 
Vue globale des sous-pochettes (majeure et mineure) 
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6. Problématique et objectifs de l’étude 
Le récepteur CXCR4 a une importance capitale dans plusieurs processus 
physiologiques et joue un rôle clé dans diverses pathologies comme 
l’infection au VIH, le cancer notamment les cancers hautement 
métastatiques et les maladies auto-immunes.  Ces diverses implications font 
de ce récepteur une cible thérapeutique majeure et dans le but de réaliser 
un design rationnel de ligands du CXCR4, une compréhension approfondie 
des mécanismes d’activation du CXCR4 est requise. Bien que de nombreux 
groupes s’intéressent au CXCR4, l’approche globale est tournée vers le 
design d’antagonistes de ce récepteur. Cependant, les antagonistes 
présentent des effets délétères, notamment une forte cardiotoxicité, liée à 
la perte des fonctions de maintien du CXCR4. 
Au début de mon doctorat, très peu d’informations structurales avaient été 
reportées sur le mode de liaison d’agonistes au CXCR4. De plus, les 
données sur le type d’interactions favorables à l’activation du récepteur 
étaient relativement limitées. 
Nous pensons que des nouveaux outils pharmacologiques pourraient 
permettre de  générer des données cruciales sur l’activation du CXCR4 et 
sur les voies de signalisation qui en découlent. 
En outre, étant donné l’évolution et les mutations actuelles des théories sur 
les rôles et l’importance des conformations sur l’activation des RCPG, les 
informations générées pourraient confirmer ou infirmer les théories associant 
conformation et biais signalétique. 
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Hypothèse :  
Notre hypothèse stipule qu’il est possible de concevoir des analogues 
peptidomimétiques du CXCR4 en se basant sur le modèle de liaison à deux 
sites et qu’il est possible à partir des données fonctionnelles générées et 
d’expériences de dynamique moléculaire d’extraire les déterminants 
structuraux impliqués dans l’activation du CXCR4. 
Ce projet s’articule donc en trois objectifs : 
 
1) Étudier la relation structure-activité de chimères agonistes 
synthétiques du CXCR4 et monitorer les voies de signalisation 
subséquentes. 
2) Corréler les résultats de la RSA par des études de dynamique 
moléculaire à partir des structures cristallines du CXCR4. 
3) Dans le but de réduire la nature peptidique des chimères, concevoir 
un déterminant d’affinité non peptidique permettant l’attachement 
du N-terminal du CXCL12 afin de remplacer le T140. 
 
Dans les objectifs 1 et 2, nous allons concentrer nos efforts sur l’évaluation 
de l’importance des résidus du N-terminus du CXCL12 dans l’activation  du 
CXCR4. Nous synthétiserons des chimères T140-(1-10)CXCL12, modifiées au 
niveau du décapeptide N-terminal du CXCL12 et ensuite nous évaluerons 
les chimères dans des essais de liaison et dans plusieurs essais fonctionnels. 
Nous proposerons par la suite un modèle de liaison entre les chimères et le 
CXCR4 basé sur les structures cristallines parus en 2010 et 2015. 
Dans l’objectif 3, nous allons développer un nouveau type de chimères, en 
nous basant sur le design rationnel d’un déterminant non peptidique à 
partir des données de la littérature. À partir des données de RSA sur le N-
terminus du CXCL12, générées dans l’objectif 1 combinées au déterminant 
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non peptidique, nous allons générer une famille de molécules présentant 
des propriétés plus proches de celles d’un candidat clinique.  
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Article 1 : Structure-Activity Relationship and Signaling of New Chimeric 
CXCR4 Agonists 
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Avant-propos : J’ai contribué à cet article en effectuant toutes les 
manipulations expérimentales à l’exception des expériences de 
modélisation moléculaire et de certaines expériences de BRET. J’ai 
contribué à l’élaboration du modèle par homologie et à l’écriture du 
manuscrit. 
 
Résumé :  
Le récepteur  CXCR4 est un RCPG qui  a pour ligand endogène unique la 
chimiokine CXCL12. Ce couple joue un rôle crucial dans plusieurs processus 
physiologiques comme l’embryogenèse, l’angiogenèse, la réponse 
immunitaire et l’hématopoïèse. De par son importance dans le système 
immunitaire, ce récepteur est impliqué dans plusieurs pathologies touchant 
le système immunitaire comme le VIH-1, le cancer, l’arthrite rhumatoïde ou 
encore la maladie de WHIM. En utilisant, les récentes chimères décrites par 
notre groupe, nous avons évalué par un alanine-scan l’importance des 
résidus du N-terminus du CXCL12 dans l’activation du CXCR4. Nous avons 
ensuite tenté d’améliorer l’efficacité de nos chimères en modifiant des 
positions clés avec des acides aminés non naturels. Les analogues générés 
ont été subséquemment testés en BRET sur la voie Gαi/o  et dans des essais 
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de chimiotaxie. Ces modifications ont permis de mettre en évidence des 
interactions favorables qui affectaient l’affinité et/ou l’efficacité des 
chimères. Nous avons ensuite réalisé de la dynamique moléculaire en nous 
basant sur les structures cristallines du CXCR4 et généré un modèle avec 
nos chimères pour valider nos résultats fonctionnels. 
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Abstract:  
The CXCR4 receptor binds with meaningful affinities only CXCL12 and synthetic 
antagonists/inverse agonists. We recently described high affinity synthetic agonists for this 
chemokine receptor, obtained by grafting the CXCL12 N-terminus onto the inverse agonist 
T140. While those chimeric molecules behave as agonists for CXCR4, their binding and 
activation mode is unknown. The present SAR of those CXCL12-oligopeptide grafts 
reveals the key determinants involved in CXCR4 activation. Position 3 (Val) controls 
affinity whereas position 7 (Tyr) acts as an efficacy switch. Chimeric molecules bearing 
aromatic residues in position 3 possess high binding affinities for CXCR4, and are Gαi full 
agonists with robust chemotactic properties. Fine-tuning of electron-poor aromatic rings in 
position 7 enhances receptor activation.  
To rationalize these results, a homology model of receptor:ligand complex was built using 
the published crystal structures of CXCR4. Molecular dynamics simulations reveal further 
details accounting for the observed SAR for this series. 
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INTRODUCTION 
The chemokine receptor family plays major roles in diverse physiological and 
pathophysiological processes such as adaptive immunity, bone marrow homing and 
inflammation.1 
The CXCR4 receptor and its cognate ligand CXCL12,2 a peptide consisting of 68 amino 
acids, are essential players in cell migration and homing, key phenomena in the 
proliferation, invasion and spreading of cancer.3 
CXCR4 is a G protein-coupled receptor, which when activated by its endogenous ligand 
CXCL12 (also known as SDF-1α), activates several intracellular signaling pathways 4such 
as Gαi/o, MAP kinases,5 β-arrestins6 and JAK/STAT.7 Deletion of either CXCL12 or 
CXCR4 genes in mice is lethal, with notably developmental defects in the cardiovascular 
system.8-10 Deletion of CXCR4 in mice embryos induces reduced levels of pro-B and pre-B 
cells, as well as granulocytic cells in bone marrow.11 The CXCL12/CXCR4 axis is an 
important target to regulate directional cell migration, owing to its ability to mediate 
Hematopoietic Stem Cells (HSC) retention in the bone marrow.11,12 Several cellular 
subtypes such as CD34+ hematopoietic progenitors, B and T cells, express CXCR4 and are 
attracted to the source of CXCL12.13 
Many metastatic cells from primary cancers express CXCR4, migrate to the bone marrow, 
elicit homing then become quiescent once inside.14 These quiescent clones, less sensitive to 
chemotherapy, constitute a reservoir that may subsequently facilitate future dissemination 
to secondary sites at later stages of cancer progression.15 To date, more than 23 types of 
hematopoietic and solid cancers overexpress CXCR4. Accordingly, the blockade of the 
CXCR4/CXCL12 axis to prevent niche homing, is considered a promising therapeutic 
adjuvant route for the treatment of these cancers.16,17 However, targeting CXCR4 with 
antagonists has led to the emergence of serious adverse drug effects,18 making the clinical 
use of CXCR4 antagonists a challenge. It is of interest to note that 1,1’-[1,4-
Phenylenebis(methylene)]bis-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane also known as Plerixafor or 
AMD3100,19 a clinically approved CXCR4 antagonist, is currently used as a CD34+ cell 
mobilizer in non-Hodgkin’s lymphoma, Hodgkin’s disease and multiple myeloma.20 
Positive allosteric modulators like pepducins21 can achieve mobilization of cancer stem 
cells as well as HSC by masking the physiological CXCL12 gradient responsible for cell 
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migration.22 However, these molecules do not possess favourable pharmacodynamics, 
requiring target concentrations in the micromolar range.23 This prompted us to look for 
molecules that possess a better pharmacological profile than the existing antagonists and 
pepducins since it is conceivable that orthosteric CXCR4 agonists could mobilize 
hematopoietic stem cells from bone marrow to peripheral blood24 by obscuring the 
physiological homing gradient of CXCL12 without the deleterious effects of inverse 
agonists. We previously reported the discovery of high affinity, fully chemotactic agonists 
of the CXCR4 receptor.25 Their design is based on the two-step model proposed by Kofuku 
et al.,26 who showed that charged groups play an important role in initial ligand binding and 
that the N-terminus of CXCL12 is important for receptor activation.27,28 
We thus designed chimeric molecules composed of the CXCL12 terminus, which imparts 
agonist efficacy on CXCR4, grafted on ε-K14 of T140 (1, Figure 1A), a cyclic orthosteric 
inverse agonist29,30 possessing high binding affinity on CXCR4.  
In the present study, we assessed the impact of each residue of the N-terminus of our 
chimeric molecules on binding and CXCR4 activation. In a first step, we performed alanine 
scan, linker substitution and systematic side chain modifications (Scheme S1) to 
understand ligand-receptor interactions. We subsequently monitored Gαi engagement,31 β-
arrestin-2 recruitment5,6,32 and chemotaxis to fully characterize our ligands. 
Finally, we elucidated the key interactions between CXCR4 and selected analogues using 
molecular dynamics. To facilitate reading, amino acids from the receptor were numbered 
following the Ballesteros-Weinstein nomenclature,33 while amino acids from chimeric 
ligands were numbered using their relative position in CXCL12 or 1. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
The aim of this work was to increase potency and efficacy of new CXCR4 chimeric agonist 
(and by extension CXCL12) to identify the key interactions that govern affinity and 
efficacy. Our group described lead compound 2 (Figure 1B) in 2011, however no SAR 
data was reported. In this class of compounds,25 the inverse agonist 1 accounts for affinity 
and the N-terminus of CXCL12 for efficacy.27 
To assess the respective importance of each residue in the N-terminus of 2, we first 
performed an alanine scan34 of the N-terminal decapeptide of CXCL12. We then assessed 
the pharmacodynamic properties of the resulting compounds using radioligand binding 
experiments with 125 I-CXCL12 as a tracer and BRET-based assays functional assays as 
well as chemotaxis assays.35 Chemotaxis is a complex physical process that depends on 
both the physicochemical properties of the chemoattractant and the stability of the system's 
established gradient.36 Chemotactic responses elicited by ligand-chemokine receptor 
interactions thereby follow a typical bell-shaped curve, reaching peak response at an 
optimal concentration.37 Thus, all chemotactic ligands will be described by the 
concentration inducing maximal chemotaxis and by the highest percentage of migration 
reached at the peak response concentration. 
 
Alanine Scan  
Firstly, Ala replacements did not drastically influence binding of the chimeric analogues 
compared to 2 (Table 1).  However, several substitutions affected severely efficacy on the 
Gαi pathway, in particular Emax values. The amino acids of greatest importance were 
determined to be those at positions 1, 2, 5, 7 and 8. Residues 1, 2, 5 and 7 in particular, 
appeared to be critical for receptor activation. Substitution of Lys1 (3) and Pro2 (4), known 
to be important for CXCR4 activation,38 led to a 3-4 fold loss in affinity. Moreover, 
analogues 3 and 4 were devoid of agonist properties. 
Next, replacement of Val3 and Ser4 slightly improved binding. Replacement of the Val3 
residue by Ala (5, IC50 = 56 nM) gave a compound equipotent to the reference chimera 2 on 
the Gαi pathway (5, Emax 50% vs 55%), yet slightly less potent in chemotaxis (5, Emax 30% 
vs 45%).  
Compound 6 (Ser4 replaced with Ala, IC50 = 25 nM), behaved as a full agonist on the Gαi 
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pathway and with equal potency to CXCL12 in chemotaxis.  Ala replacements in positions 
5 and 7 mildly reduced binding affinity (7, IC50 = 171 nM; 9, IC50 = 230 nM), however 
those changes seriously impaired efficacy. 
The Ala scan revealed less important roles for residues in positions 6, 8 and 9, even though 
signaling and binding of the corresponding compounds (8, 10 and 11 respectively) were 
weaker.  
These compounds succeeded to activate both signaling pathways to some degree (11.4%, 
16% and 19% respectively for the Gαi pathway), however migration maxima shifted to the 
micromolar range, with peaks at 10 μM for compound 8 and 10 and 1 μM for compound 
11. The binding affinities of Ala6 and Ala8 analogues were more affected (8, IC50 = 368 nM; 
10, IC50 = 300 nM) and Ala9 analogue to a lower degree (11, IC50 = 137 nM). 
On the one hand, results from this Ala-scan suggest that the inverse agonist moiety of the 
chimeric molecules provides the key interactions critical for binding, which makes it the 
overriding affinity determinant. The largest reduction in binding affinity of compounds 
substituted in the CXCL12 portion was about 4-fold compared to 2. On the other hand, Ala 
substitutions in positions 1, 2, 5 or 7 completely abrogated agonistic properties while 
substitutions in position 6, 8 or 9 severely reduced efficacy. With most amino acids from 
the CXCL12 N-terminus sequence needed for agonist activity, approaches to improve 
agonist behaviour were limited. 
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Replacement and truncation of Lys1 
In order to evaluate the importance of the Lys1 residue, and to have a better understanding 
of the key interactions implicated in binding and agonistic behaviour, we replaced that 
residue and studied the effect on binding and signaling (Table 2). The Lys1 residue was 
substituted with Nle a neutral, shorter equivalent of Lys with no ε-NH2 group. While charge 
removal induced a 3-fold loss in binding (12, IC50 = 267 nM), agonist behaviour was 
completely abrogated on the Gαi and chemotactic pathways. The same profile was 
observed for Lys-truncated chimeras, albeit with a more drastic loss in binding (13, IC50 = 
548 nM) and no agonistic properties, underlining the importance of Lys, and possibly a 
polar contact, for agonistic activity. 
 
Table 1. Alanine Scan, binding affinity and functional assays. 
N° Sequence Binding Functional assays 












CXCL12 Human recombinant 0.26±0.04 0.32±0.06  100±2 53±6 1 
2 H-KPVSLSYRSA-ε-K14-T140 84±5 58±20  55±2 45±3 10 
3 H-APVSLSYRSA-ε-K14-T140 282±27 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
4 H-KAVSLSYRSA-ε-K14-T140 353±38 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
5 H-KPASLSYRSA-ε-K14-T140 56±4 92±25  50±3 30±2 10 
6 H-KPVALSYRSA-ε-K14-T140 25±4 56±15  81±4 50±2 10 
7 H-KPVSASYRSA-ε-K14-T140 171±11 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
8 H-KPVSLAYRSA-ε-K14-T140 368±39 144±68  19 11.4±1.6 10000 
9 H-KPVSLSARSA-ε-K14-T140 230±5 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
10 H-KPVSLSYASA-ε-K14-T140 300±15 40±18  25 16±1 10000 
11 H-KPVSLSYRAA-ε-K14-T140 137±11 111±37  21 19±2 1000 
 
[a] Half maximal inhibitory concentration of binding of [125I]CXCL12 radioligand. Values 
represent the mean ± S.E.M for three separate experiments [b] Concentration that induces 
50% dissociation of Gαi subunit as observed in BRET assay, values represent the mean ± 
SEM of three determinations. n.c. stands for non convergent  [c] Gαi Efficacy (Emax): 
maximum response achievable for three separate experiments [d] Maximum percentage of 
migrated cells for three separate experiments.[e] Migration peak reflects the optimal 
concentration for inducing chemotaxis 
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Figure 1. (A) Compound 1 or (B) Compound 2 (orange: inverse agonist moiety (1); red: 




DPP-4 is a serine exopeptidase39 that inactivates several chemokines by cleaving their N-
terminal dipeptide, including CXCL12 where cleavage occurs between Pro2 40,41 and Val3. 
L-Pro2 was therefore substituted by its epimer or other unnatural turn inducers. Inversion of 
configuration slightly decreased binding (14, IC50 = 151 nM) but completely abolished 
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Substitution of Pro2 by 2-Aminoindane-2-carboxylic acid (Aic) or Tetrahydro-isoquinoline-
3-carboxylic acid (Tic) led to a 2-fold loss and 3 fold loss in binding, respectively (15, IC50 
= 137 nM) and 222 nM (16, IC50 = 222 nM), compared to the native compound (2, IC50 = 
84 nM). Although affinity loss was moderate (Table 2), those modifications critically 
impaired agonist behaviour, abolishing completely receptor activation. 
Interestingly, truncation of dipeptide Lys-Pro yielded an antagonist, 17, with affinity 
similar to 1 (17, IC50 = 95 nM). Already, Crump et al.42 showed that truncation of the N-
terminal Lys1-Pro2 fragment on CXCL12 did not influence affinity but abolished Gαi 
pathway activation and chemotaxis. 
Moving forward, residue Val3 was N-methylated.  Incorporation of Nα-methylated amino 
acids in peptides results in conformationally constrained peptide backbones; this 
modification has the potential to improve biological properties such as membrane 
permeability, and proteolytic stability.43 Although N-methylation of Val3 moderately 
reduced affinity (18, IC50 = 127 nM), analogue 18 failed to induce Gαi response and 
chemotaxis at concentrations up to 10 μM. This minor modification possibly leads to a 
major conformational change in the peptide chain and alters binding. N-methylation 
following L-Proline may have yielded unique scaffolds unsuitable for key interactions 
necessary for receptor activation.44 
Taken together, the above data lead us to deduce that the conformation of the N-terminal 
region is important for agonist activity. With peptide 5 remaining as active and potent as 
lead compound 2 and having an earlier observation with a similar L-p-benzoylphenylalanine 
(Bpa) analogue with improved properties, position 3 appeared to be a natural starting point 
to increase potency. 
  




Substitution of Val3 with natural and unnatural hydrophobic amino acids was assessed next 
(Table 3). Substitution with L-tert-Leucine, a bulky and hydrophobic α-amino acid, did not 
change binding (19, IC50 = 84 nM) but decreased Gαi efficacy (Emax Gαi: 36%) as well as 
chemotaxis (Emax migration: 21% vs 45%). 
Substitution with L-Trp (analogue 20) resulted in a 5-fold gain in affinity (IC50 = 18 nM), 
and improved efficacy on both Gαi signaling and chemotaxis. Gαi activation increased 
from 53% (compared to CXCL12) to almost full activation of the receptor.  The same effect 
was observed with chemotaxis, with an increase in REH migration (Emax migration: 53%). 
Since a π-enriched amino acid in position 3 seemed favourable for receptor activation, 
subsequent modifications focused on aromaticity and varying size and orientation of the 
side chain in position 3. Therefore, residue Val3 was replaced with several large non-
proteinogenic aromatic amino acids like L-3(2-Naphtyl) alanine (2-Nal), L-p-
Table 2. Position 1 and 2, binding affinity and functional assays 
N° Sequence Binding Functional assays 



















1 H-KPVSLSYRSA-ε-K14-T140 84±5 58±20  55±2 45±3 10 
12 H-(Nle)PVSLSYRSA-ε-K14-T140 267±8 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
13 H-PVSLSYRSA-ε-K14-T140 548±54 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
14 H-KpVSLSYRSA-ε-K14-T140 151±20 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
15 H-K(Aic)VSLSYRSA-ε-K14-T140 137±24 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
16 H-K(Tic)VSLSYRSA-ε-K14-T140 222±19 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
17 H-VSLSYRSA-ε-K14-T140 95±12 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
18 H-KP(N-Me-Val)SLSYRSA-ε-K14-
T140 
127±12 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
 
[a] Half maximal inhibitory concentration of binding of [125I]CXCL12 radioligand. Values 
represent the mean ± S.E.M for three separate experiments [b] Concentration that induces 50% 
dissociation of Gαi subunit as observed in BRET assay, values represent the mean ± SEM of three 
determinations. n.c. stands for non convergent  [c] Gαi Efficacy (Emax): maximum response 
achievable for three separate experiments [d] Maximum percentage of migrated cells for three 
separate experiments.[e] Migration peak reflects the optimal concentration for inducing 
chemotaxis 
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benzoylphenylalanine (Bpa) and L-anthrylalanine. A similar modest gain in affinity was 
observed for those analogues (respectively 21, IC50 = 64 nM; 22, IC50 = 59 nM; 23, IC50 = 
48 nM). Regarding receptor activation, anthrylalanine and Bpa were more efficacious in 
chemotaxis, with a maximal peak at 10 nM and activation around 75%. The 2-Nal analogue 
activated chemotaxis with a maximal peak at 10 nM and a percentage of activation around 
47%. The same effect was observed with Gαi, with a drastic increase in Gαi activation 
(compared to 1).  
Analogue 24, in which residue Val3 was replaced with L-Styrylalanine, gained affinity (IC50 
= 31 nM) showed an enhanced activity similar to Bpa and Anthrylalanine, with an Emax 
similar to CXCL12 on the Gαi pathway. Likewise, chemotaxis was more effective with L-
Styrylalanine in position 3 (Emax 70%). Val3 substitution for L-Pyrenylalanine a sterically 
demanding and highly conjugated residue, did not alter binding (25, IC50 = 90 nM) and 
chemotaxis shifted with an Emax at 100 nM of 45% and Gαi signaling was quite similar to 
compound 2. This result suggests that there is a limit to the accommodation of steric 
hindrance in the hydrophobic binding pocket. Altogether, the above results suggest the 
potential of π-stacking interaction between CXCR4 and chimeras bearing π electron-rich 
residues in position 3. The binding pocket can accommodate a broad range of sizes and 
aromaticity patterns. 
With the goal to increase resistance toward DPP-4 and in association with π electron-rich 
residues, we tried the incorporation of N-Me-L-Phe. However, hydrophobic changes in 
position 3 associated with N-methylation disrupted binding (26, IC50 = 678 nM) and 
completely abrogated chimera activity. This modification may have triggered steric 
clashes43 with the receptor, ultimately leading to loss in binding and suppression of agonist 
behaviour. N-methylation associated with hydrophobic changes possibly alters 
conformation and forces the Lys-Pro dipeptide into a sub-optimal position modifying 
dihedral angles and affecting key interaction45 46,47with CXCR4, overall resulting in a major 
loss in binding. 
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Linker insertion  
Since the Ala scan suggested that the Arg8-Ser9-Ala10 tripeptide from CXCL12 is less 
important for CXCR4 activation and with the intention of reducing peptidic character, we 
replaced this tripeptide by a polyethylene-glycol linker of the same length (Table 4). The 
resulting analogue 27, possessed reduced affinity (IC50 = 437 nM), was less efficacious on 
the Gαi signaling pathway and essentially inactive in chemotaxis. Surprisingly, an identical 
replacement associated with a π electron-rich residue in position 3 (Bpa) yielded a potent 
chemotactic agonist with an affinity comparable to reference 1 (28, IC50 = 112 nM), an 
increase on the Gαi signaling pathway and chemotaxis reached a maximal migration at 100 
nM. These results reinforce the hypothesis that an aromatic residue in position 3 is 
beneficial for potency. 
  
Table 3. Position 3, binding affinity and functional assays 
N° Sequence Binding Functional assays 











CXCL12 Human recombinant 0.26±0.04 0.32±0.06  100±2 53±6 1 
1 H-KPVSLSYRSA-ε-K14-T140 84±5 58±20  55±2 45±3 10 
19 H-KP(Tle)SLSYRSA-ε-K14-T140 84±8 15±9  36±3 21±3 100 
20 H-KP(Trp)SLSYRSA-ε-K14-T140 18±2 64±17  63±3 53±5 10 
21 H-KP(2-Nal)SLSYRSA-ε-K14-T140 64±11 152±63  43±5 47±6 10 
22 H-KP(Bpa)SLSYRSA-ε-K14-T140 59±10 52±11  75±2 72±6 10 
23 H-KP(AnthrylAla)SLSYRSA-ε-K14-
T140 
48±4 81±25  68±3 75±5 10 
24 H-KP(StyrylAla)SLSYRSA-ε-K14-T140 31±1 50±15  70±2 70±5 10 
25 H-KP(PyrenylAla)SLSYRSA-ε-K14-
T140 





678±34 n.c.  n.c. n.c. n.c. 
 
[a] Half maximal inhibitory concentration of binding of [125I]CXCL12 radioligand. Values 
represent the mean ± S.E.M for three separate experiments [b] Concentration that induces 50% 
dissociation of Gαi subunit as observed in BRET assay, values represent the mean ± SEM of 
three determinations. n.c. stands for non convergent  [c] Gαi Efficacy (Emax): maximum response 
achievable for three separate experiments [d] Maximum percentage of migrated cells for three 
separate experiments.[e] Migration peak reflects the optimal concentration for inducing 
chemotaxis 




The goal of the tyrosine substitution was to identify beneficial structural variations; we 
therefore limited the number of attachment points only to para position on the benzene core 
(Table 5). Evaluating first the importance of the hydroxyl group, the Tyr residue was 
substituted by Phe. On the Gαi pathway, Emax was reduced yet affinity and EC50 remained 
similar to the lead reference (29, IC50 = 69 nM) whilst chemotaxis was greatly reduced, 
with a maximum migration of 16% at 10nM. Introduction of electron-donating substituents 
on the aromatic ring with 4-Amino-L-Phenylalanine, 4-Iodo-L-Phenylalanine and 4-Fluoro-
L-Phenylalanine had minimal impact on affinity (30, IC50 = 94 nM; 31, IC50 = 73 nM; 32, 
IC50 = 78 nM). 
Signaling properties behaved differently upon introduction of an amino group in para 
position, which decreased both chemotaxis and Gαi activation by 2-fold, whilst both 
halogenated analogues presented a slight increase on Gαi activation and no change in 
chemotaxis. 
Strikingly, insertion of the electron-donating and bulky aromatic group L-Tyr-O-Benzyl led 
to greater chemotaxis with a maximum migration peak of 76% at 100 nM and an increase 
of Gαi activation (Emax of 79%) but almost no change in affinity (33, IC50 = 102 nM). 
Replacement of the hydroxyl with a nitro group, a strong electron-withdrawing moiety, 
Table 4. Linker insertion, binding affinity and functional assays 
N° Sequence Binding Functional assays 











CXCL12 Human recombinant 0.26±0.04 0.32±0.06  100±2 53±6 1 
1 H-KPVSLSYRSA-ε-K14-T140 84±5 58±20  55±2 45±3 10 
27 H-KPVSLSY(PEG)3-ε-K14-T140 437±47 61±19  24±1 n.c. n.c. 
28 H-KP(Bpa)SLSY(PEG)3-ε-K14-T140 112±7 207±43  75±3 40±7 100 
 
[a] Half maximal inhibitory concentration of binding of [125I]CXCL12 radioligand. Values 
represent the mean ± S.E.M for three separate experiments [b] Concentration that induces 50% 
dissociation of Gαi subunit as observed in BRET assay, values represent the mean ± SEM of 
three determinations. n.c. stands for non convergent  [c] Gαi Efficacy (Emax): maximum response 
achievable for three separate experiments [d] Maximum percentage of migrated cells for three 
separate experiments.[e] Migration peak reflects the optimal concentration for inducing 
chemotaxis 
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affected neither binding (34, IC50 = 109 nM) nor chemotaxis, however Gαi activation rose 
to an Emax of 73%. Introduction of a benzoyl substituent at the same position resulted in a 
two-fold increase in binding (35, IC50 = 34 nM) with increased chemotaxis (69% at 10 nM) 
and increased Emax on Gαi activation (Emax 90%). 
The above data suggest additional interaction between CXCR4 and aromatic groups in para 




Molecular modeling and SAR correlation 
In order to rationalize the above SAR, lead compound 2 was fitted within the hCXCR4 
model to gain insight into key interactions for agonist and antagonist binding. This was 
accomplished using the published crystal structure of H-
RR(2Nal)Cyclo[CYQK(DPro)PYR(Cit)C]RG(DPro)-OH (CVX15 or compound 36)48 in 
complex with CXCR4 (PDB 3OE0)49 and the crystal structure of vMIP-II50 in complex with 
CXCR4 (PDB 4RWS)51 as templates. A total of 180 ns molecular dynamics (MD) 
Table 5. Position 7, binding affinity and functional assays 
N° Sequence Binding Functional assays 










CXCL12 Human recombinant 0.26±0.04 0.32±0.06  100±2 53±6 1 
1 H-KPVSLSYRSA-ε-K14-T140 84±5 58±20  55±2 45±3 10 
29 H-KPVSLSFRSA-ε-K14-T140 69±2 65±33  41±3 16±1 10 
30 H-KPVSLS(Phe(4-NH2))RSA-ε-K14-T140 94±3 83±50  33±2 27±1 10 
31 H-KPVSLS(Phe(4-I))RSA-ε-K14-T140 73±4 94±34  59±4 51±6 100 
32 H-KPVSLS(Phe(4-F))RSA-ε-K14-T140 78±17 83±28  60±4 43±4 10 
33 H-KPVSLS(Tyr(OBn))RSA-ε-K14-T140 102±5 138±28  79±4 76±7 100 
34 H-KPVSLS(Phe(4-NO2))RSA-ε-K14-T140 109±19 62±29  73±3 48±6 10 
35 H-KPVSLS(Bpa)RSA-ε-K14-T140 34±3 76±14  90±2 69±6 10 
 
[a] Half maximal inhibitory concentration of binding of [125I]CXCL12 radioligand. Values represent the mean 
± S.E.M for three separate experiments [b] Concentration that induces 50% dissociation of Gαi1 subunit as 
observed in BRET assay, values represent the mean ± SEM of three determinations. n.c. stands for non 
convergent  [c] Gαi Efficacy (Emax): maximum response achievable for three separate experiments [d] 
Maximum percentage of migrated cells for three separate experiments.[e] Migration peak reflects the optimal 
concentration for inducing chemotaxis  
! ! !100 
simulations were performed to sample the conformational space and observe the 
interactions of the complex.  
 
 
Figure 2. Dynamics and diversity of backbone structure of Compound 2 
Conformations visited during the MD simulation. MD simulations showed little movement 
of the backbone atoms of residues 1-3 of CXCL12 and compound 1. Compound 1 moiety is 
shown in orange, its residue Lys14 is shown in red and CXCL12 (1-10) in grey. 
 
 
The MD simulations showed little movement of the backbone atoms of residues 1-3, 
indicating that their starting conformation was stable, while mobility increased toward the 
C-terminal part of the CXCL12 moiety (Figure 2). Several factors could be responsible 
for this increased mobility. First, the residue in position 5 of the vMIP-II molecule used 
for homology modeling of CXCL12 (corresponding to residue 4 in CXCL12) was 
intentionally cross-linked to CXCR4 ECL2 via a disulfide bond51 to assure ligand-receptor 
complex stability for crystallization. The resulting structure might therefore not display the 
same level of flexibility compared to native vMIP-II in complex with CXCR4. 
Furthermore, the side chain of residue Arg1 of the inverse agonist moiety 1 interacts with 
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ECL2 in the same region occupied by the disulfide bond. The difference could simply be 
attributed to the difference in amino acids between CXCL12 and vMIP-II. Finally, in order 
to create the chimeric molecule, the C-terminal part of CXCL12 and the side chain of 
residue Lys14 of the inverse agonist moiety had to be manually positioned to form the 
peptide bond to avoid steric clashes with other atoms of the system. No structural 
information was available to guide this part of the modeling procedure and thus the 
resulting initial position of those residues is not guided by experimental data. Nonetheless, 
MD simulations reveal multiple favourable interactions between amino acids of the N-
terminal CXCL12 moiety and specific regions of the receptor, which are consistent with 
the observed SAR. 
According to this model, the ε-NH2 of residue Lys1 interacts with the side chains of 
residues Tyr1163.32 and Glu2887.39 and the N-terminus forms a salt bridge with the side 
chain of residue Asp2626.58 (Figure 3A). Because hydrogen bonds impart strong 
directionality in ligand protein interactions, it is plausible that hydrogen bonding between 
ε-NH2 of Lys1 of the CXCL12 moiety and residues Tyr1163.32 and Glu2887.39 in TMD3 and 
TMD7 of CXCR4 accounts for the necessity of this amino group (see analogues 12 vs 2).42 
Indeed, the results obtained by replacing Lys1 by Nle1 suggest that these interactions are 
crucial for agonist activity. Interestingly, the CXCL12 portion of the chimera appears to 
not only interact with those residues, but also to drive them further apart. Indeed, the 
distance between the Cα atoms of Tyr1163.32 and Glu2887.39 was 13.3 ± 0.6 Å in the MD 
simulations with the chimeric agonist a compared to 11.8 ± 0.6 Å in the MD simulations 
with 1, despite the interaction of the side chain of Arg2 of 1 with Tyr1163.32 and Glu2887.39 
in the simulations with 1 (Figure 3B). The side chains of Tyr1163.32 and Glu2887.39 are 
close to each other in the crystal structures of CXCR4,49,51 and within H-bonding range in 
the crystal structure of CXCR4 in complex with the small molecule antagonist (Z)-(6,6-
dimethyl-5,6-dihydroimidazo[2,1-b]thiazol-3-yl)methyl N,N'-
dicyclohexylcarbamimidothioate (IT1t or compound 37).49,51,52 The distance between the 
Cα atoms of those residues is 12.0 Å in the crystal structures with 36 or 37 (Scheme S2) 
and 12.4 Å in the crystal structure with vMIP-II. MD simulations of CXCR4 without 
ligand showed an average distance of 12.3±0.5 Å (Figure 4 A, B). The distance between 
the backbone atoms of Tyr1163.32 and Glu2887.39 thus appears to be a marker for agonist 
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activity since the largest distance is observed in MD simulations of the chimeric agonist 
and the smallest distance is observed with inverse agonist 1. This is reminiscent of the 
proposed "3-7 lock" between Asp3.32 and Tyr7.43 in the kappa opioid receptor, which is 
broken by agonist 6'-GNTI53 but not by the related antagonist 5'-GNTI.53  Similarly, it was 
also proposed that the distance between TMD3 and TMD7 increased during activation of 




Figure 3. A and B, interactions between Tyr1163.32 and Glu2887.39 from CXCR4 with 
compound 1 or compound 2. 
(A) Snapshot of MD simulations showing interactions between Lys1 and the CXCR4 
receptor. !-NH3 of residue Lys1 interacts with the side chains of residues Tyr1163.32 and 
Glu2887.39 and the N-terminus forms a salt bridge with the side chain of residue Asp2626.58; 
(B) Snapshot of MD simulations with compound 1 alone, showing interactions between 
Arg2 of compound 1 and CXCR4. The guanidine moiety of residue Arg2 of compound 1 
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Figure 4. Distance variations between TM3 and TM7. 
(A) Distance evolution during MD simulations between Tyr1163.32 (TM3) and Glu2887.39 
(TM7) of CXCR4-Apo (green), CXCR4-compound 1 (red) and CXCR4-compound 2 (blue); 
(B) Mean distance between Tyr1163.32 (TM3) and Glu2887.39 (TM7). Data are the mean ± 
S.D. of 6000 frames from each 120 ns MD trajectory. **, Significantly different from 
CXCR4-Apo (p< 0.01). !!
Residue Pro2 is positioned close to Gly2586.54, Ile2616.57 and Ile2847.35 while Val3 can 
contact residues Ala2897.40, Phe401.34, Leu411.35 and the aliphatic carbons of Ser2857.36 and 
Glu2887.39 (Figure 5B). This portion of CXCL12 is characterized by a type II' beta-turn 
with an H-bond between the backbone carbonyl of residue Lys1 and the backbone amide of 
residue Ser4. This conformation is further stabilized by an H-bond between the side chain of 
Glu2887.39 and the backbone amide of residue Val3 and by H-bonds between the side chain 
of Arg30N-term and the backbone carbonyls of residues Pro2 and Val3 (Figure 5A). This turn 
appears crucial to properly activate the receptor since substitution of residue Pro2 for Ala or 
D-Pro abolished agonist properties. Besides, involvement of the amide group of residue 
Val3 in an H-bond with the carboxylate side chain of Glu2887.39 of hCXCR4 could also 
partly explain why N-methylation at this position is not tolerated.  
The hydrophobic environment around residue Val3 is also consistent with the SAR, since 
substitution for large hydrophobic or aromatic groups was well tolerated and improved 
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binding affinity. Aromatic residues such as Styrylalanine, Bpa and Anthrylalanine might be 
able to reach further in this hydrophobic pocket to interact with residues I441.38 and Y451.39 
(Figure 5B). Correspondingly, larger groups at site 3 seem to provide stronger hydrophobic 
contacts with hCXCR4, presenting an explanation for the higher potency and efficacy of 
compound 24 compared to 2.  
 
 
Figure 5. A-D, interactions of CXCR4 with compound 2/CXCL12 N-terminus. 
(A) Hydrogen bond network of residues 1-3 from CXCL12 with Glu2887.39, Asp2626.58 and 
Tyr1163.32 from CXCR4. Type II' beta-turn with an H-bond between the backbone carbonyl 
of Lys1 and the backbone amide of Ser4 from CXCL12; (B) Phe401.34, Leu411.35, Ile441.38, 
Tyr451.39 from TM1 of CXCR4 form a hydrophobic interaction cluster with Val3 of 
CXCL12; (C) Hydrogen bonding network of residue Ser4-Ser6 from CXCL12; and (D) 
Hydrogen bond network of Tyr7 from CXCL12 with Arg301.24 and His2817.32. 
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The side chain and backbone carbonyl of residue Ser4 form sporadic H-bonds with the side 
chain of residue Arg1 of 1 and otherwise interacts with water molecules in proximity of 
TMD1 and TMD2 (Figure 5C). The side chain of residue Leu5 is positioned just above 
residue Pro2 and interacts with the side chains of Ile2656.61 and Ile2847.35 as well as with the 
side chain of Tyr7 (Figure 6). The side chain of Ser6 is very mobile and makes multiple 
polar contacts beyond water molecules including the C-terminal carboxylate of Lys14 of 1, 
the backbone amides of Arg7 and Ser9 of CXCL12 and the side chain of Glu321.26 (Figure 
5C). The side chain of Glu321.26 can also form H-bonds with the backbone amides of 
residues Tyr7 and Arg8. Furthermore, Ser6 can also form an H-bond with the C-terminal 
carboxylate of residue Lys14 through its backbone amide. These interactions might help 
stabilize the backbone conformation required for the CXCL12 fragment to curve toward 
the binding pocket instead of pointing toward the extracellular environment where Lys14 is 
directed (Figures 2 and 5C). This observation is consistent with the intolerance of the Ala 
substitution in position 6. 
As for position 7, Tyr seems to be located at the extracellular interface and is involved in 
H-bonding interactions potentially explaining its key role in receptor activation. An 
amphiphilic residue at this position suits the physiochemical properties of the phenolic 
group. The oxygen lone pairs of residue Tyr7 are involved in two interactions with the 
guanidine moiety of Arg301.24 as an H-bond acceptor (Figure 5D). Additionally, the 
hydrogen from this phenolic group is also involved in H-bonding with a nitrogen atom 
from His2817.32 (TMD7) that has a further potential for π-stacking interactions between 
residue Tyr7 and Phe29N-term. 
Introduction of an aromatic group into the para-position of the aromatic residue (through 
substitution of Tyr7 by L-Bpa and L-Tyr-O-Bn) places it into a position beneficial for 
activity. We posit that the increase in efficacy could be associated to either additional 
parallel-displaced π-stacking with His2817.32 or cation–π interaction. The additional phenyl 
moiety of those residues could also possibly reach the hydrophobic environment of residues 
Val3 or Leu5 and provide interactions that further stabilize the active state of the receptor 
(Figure 6). The higher potency of the L-benzoylphenylalanine analogue compared to 
Tyrosine-O-benzyl could be explained by greater availability of the oxygen lone pairs from 
the carbonyl group and better H-bonding interactions with Arg301.24 or by its increased 
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rigidity favouring interactions for activation of the receptor. Additional hydrophobic 
interactions between Tyr7 and CXCR4 may trigger extended movements in TMD7, leading 
to increased receptor mobility and ultimately increased intracellular signaling. 
MD simulations have provided useful insight regarding binding of the CXCL12 moiety of 
the chimeric ligand to the CXCR4 receptor. However, it is important not to consider the 
resulting complex (available in the supplementary files) as being representative of the 
active state of the receptor, considering the conformational bias resulting from the use of 
the antagonist v-MIP-II (and the inactive structure of the receptor) as a template for 
modeling the N-terminus of agonist CXCL12, and from the limited time scale covered by 
MD simulations. Longer simulations might lead to different binding conformations of the 
ligand. Nonetheless, MD simulations lead to = observations consistent with the observed 
SAR regarding the potential mechanisms involved in receptor activation. The CXCL12 
moiety of the chimeric agonist can interact simultaneously with residues Tyr1163.32 and 
Glu2887.39 through two distinct functional groups (ε-NH2 of Lys1 with Tyr1163.32 and the 
backbone amide of Val3 with Glu2887.39). This feature could be involved in the 
aforementioned increase in distance between TMD3 and TMD7 and important for receptor 
activation. By comparison, inverse agonist 1 interacts with both side chains simultaneously 
via Arg2 and the antagonist v-MIP-II does not possess a side chain that can interact with 
Tyr1163.32 because the residue corresponding to Lys1 of CXCL12 is Gly2 in v-MIP-II and 
the preceding residue Leu1 extends horizontally between TMD2 and TMD3 while 
Tyr1163.32 is deeper within the receptor binding pocket.56 v-MIP-II only interacts with 
Glu2887.39 through the backbone amide of Ala3. More thorough in silico studies will be 
necessary to buttress the activation mechanism of the receptor by the chimeric molecule 
and how the various modifications of the CXCL12 moiety alter this activation mechanism 
on a structural level. 
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Figure 6. Interactions of CXCR4 with compound 2. 
Leu5 interacts with the side chains of Ile2656.61, Ile2847.35 and with the side chain of Tyr7 
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CONCLUSION 
 
This study refines existing SAR on CXCL12 and gives valuable information on the 
interactions involved in receptor activation in the second of two-step binding of CXCL12. 
It demonstrates that the spatial orientations of some N-terminal chemokine residues like 
Leu5, Ser6 and Pro2 are critical for receptor activation. Based on the pharmacodynamic and 
MD studies, we suggest that both turns induced by these residues are crucial for CXCR4 
activation (Model hCXCR4-Figure S12). 
Substitutions of Pro2 with Pro isosteres or D-Pro were not tolerated, abolishing completely 
agonistic behaviour. N-terminally truncated chimeras, without Lys1 or Lys1-Pro2, resulted in 
complete loss of agonistic properties but retained receptor binding, behaving like N-
terminally truncated CXCL12. 
Correlation of SAR with MD simulations for chimeras modified in position 3 points to the 
important role of aromatic rings in modulating chemotactic activity of the compounds. 
Isodistant linker substitution of position 8 to 10 only combined with aromatic substitution 
in position 3 led to potent CXCR4 agonists. However, hydrophobic changes in position 3 
associated with N-methylation (e.g. NMe-Phe) on the peptide backbone between position 2 
and 3 completely annihilated agonist activity but not binding. 
Taken together, these results suggest that the interaction between the amide function of 
Val3 in position 3 is important; indeed N-Methylation between Pro2 and Val3 may 
reorganize the conformation of the Lys1Pro2Val3 tripeptide and abrogates crucial N-
terminus interactions crucial for receptor activation. Our SAR studies indicate that electron-
poor aromatic rings (e.g. Bpa, 4-Nitro-Phe) in position 7 are preferred for agonistic activity. 
Aromatic rings in position 7 associated in para position with aromatic groups like benzoyl 
group in Bpa and benzyl group in Tyr-(OBn) drive efficacy hence receptor activation. 
This SAR study provides a starting point for the design of shorter peptide agonists of 
CXCR4 or small molecule agonist. Works are currently ongoing on this basis toward 
smaller chimeric agonists.  
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EXPERIMENTAL SECTION 
 
Amino acids, TFA and   DIPEA   were   purchased   from   Chem-Impex, all other reagents 
were purchased from commercial sources and used without additional purification. 
DMF was stored over 3Å molecular sieves. Polyethylenimine and puromycin were 
purchased from Sigma (Oakville, ON, Canada), 125I-SDF-1R (2200 Ci/mmol) was acquired 
from Perkin Elmer Life and Analytical Sciences (Woodbridge, ON, Canada). DMEM 
(Dulbecco's modified Eagle's medium), FBS (fetal bovine serum), and penicillin/ 
streptomycin were obtained from Gibco Life Technologies (Gaithersburg, MD). Human 
SDF-1R was from PeproTech (Rocky Hills, NJ). 
All other chemicals were purchased from Sigma Aldrich and used as received. 
 
Peptide synthesis 
Peptide synthesis was performed in 12 mL polypropylene cartridge with 20µ PE frit from 
Applied Separations (USA). 12 ml reactors were shaken ( ̴ 180 rpm) on New Brunswick 
Scientific orbital shaker. Compound 1 synthesis was made manually by standard Fmoc 
SPPS synthesis using Wang resin with an initial loading of 0.89 mmol/g purchased from 
Chem Impex (Wood Dale, IL). Fmoc-L-Lys(Dde)-OH was first attached to the resin using 
2,6 dichlorobenzoylchloride and pyridine. Loading was controlled by UV measurement 
(λ=301nm and 290nm) of dibenzofulvene using spectrophotometer and Cuvette: Hellma 
104-QS, Suprasil Quartz Z600288 10mm, 200-2500 nm (Mean Loading= 0.45mmol/g). 
Synthesis was pursued with standard Fmoc/t-Bu protected amino acids purchased from 
Chem Impex at the highest purity available and used as received. 
Syntheses were done using Fmoc-N-protected amino acid (3 equivalents) in the presence of 
[O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate] HATU (3 
eq.), N,N-diisopropylethylamine (9 eq.) in DMF (5 mL). After each coupling, Kaiser test 
was done to monitor completion.57 
In order to continue the synthesis of the chimeras and to anchor the SDF-1 side chain, last 
coupling in compound 1 synthesis was done using Boc-Arg(Mtr)-OH. 
N-terminus Boc protected compound 1 was then deprotected on its side chain in position 14 
using 2% H2N-NH2 to pursue synthesis of CXCL12 modified side chain. 
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For difficult coupling, we used microwave-assisted synthesis and COMU for more efficient 
peptide coupling58 for the insertion of 2-Aminoindane-2-carboxylic acid (Aic) and 
Tetrahydro-isoquinoline-3-carboxylic Acid (Tic) and for the following coupling of the 
Lys1. 
Peptide were cleaved using 92.5% TFA, 2.5% TIPS, 2,5% H2O, 2,5% EDT except 
containing Bpa amino acid in which case EDT was replaced by TA and peptide containing 
AnthrylAlanine in which case TIPS and EDT were replaced by phenol and TA as 
scavengers. 
After filtration of the resin, peptide was precipitated in tert-butyl methyl ether at 0°C, the 
suspension centrifuged and then dissolved in water then lyophilized. 
Crude peptides were then dissolved and agitated in 2M (NH4)2CO3, pH 6.5 and 5% DMSO 
with air at room temperature for cyclization. 
Peptides were then purified on a Waters preparative HPLC system paired with an ACE 5 
C18 column at 280nm using a 5-35% gradient of acetonitrile with 0.1% TFA. 
Pure peptides were characterized by mass spectrometry (Waters UPLC system coupled 
with a SQ Detector 2 and a PDA eλ detector) followed by lyophilization of pure fractions 
and subsequently dissolved in distilled water prior to use. Purity was assed using an UPLC-
MS system (Waters UPLC system coupled with a SQ Detector 2 and a PDA eλ detector). 
UPLC chromatograms were recorded on a Waters Acquity H Class equipped with an 
Acquity UPLC BEH C18 column (1.7 μm particles size, 2.1 × 50 mm) using the 
following gradient: water + 0.1% TFA and acetonitrile (0 → 0.2 min, 5% acetonitrile; 0.2 
→ 1.5 min, 5% → 95%; 1.5 → 1.8 min, 95%; 1.8 → 2.0 min, 95% → 5%; 2.0 → 2.5 min, 
5%). All compounds possessed UV purity >95% (except for 22 possessing purity >92%) 
Exact masses of final analogues were determined by mass spectrometry (Electrospray 
Infusion ESI-Q-Tof from Maxis). 
 
Coupling of Fmoc-L-Lys(Dde)-OH on WANG resin 
4-(Hydroxymethyl)phenoxymethyl) polystyrene, also known as Wang resin (0.89mmol/g, 
1g) was firstly dissolved in 5 mL DMF, then Fmoc-L-Lys(Dde)-OH (947mg, 2eq.) was 
added. 
The mixture was stirred for 15 minutes at room temperature then pyridine (358μL, 3.3eq.) 
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followed by 2,6 dichlorobenzoylchloride (383μL, 2eq.) were added. 
The reaction was run overnight at room temperature, and the resin was washed 
consecutively for 5 min with dichloromethane (DCM) (2x 5 mL) or Isopropanol (iPrOH) 
(2x 5 mL) three times. Loading was assessed by UV measurement (as described above). 
The resin was capped with DCM/Ac2O/DIPEA (20/5/1, v/v/v, 5 mL) at room temperature 
during 30 minutes, and washed with DCM (3x 5 mL), iPrOH (3x 5mL). The rest of the 
synthesis was pursued as indicated above. 
Cell culture 
Stable HEK293 cells expressing HA-hCXCR4 were cultured in DMEM at 37 °C, 
supplemented with 10% FBS and 100 IU/mL penicillin, and 100μg/mL streptomycin in a 
5%CO2 atmosphere. Cells stably expressing hCXCR4 were grown using puromycin (3 
μg/mL) as a selection agent. Conﬂuent cells (95%) in 10 cm diameter Petri dishes were 
used for binding assays. 
Binding affinity 
IC50 values were assessed with competitive binding assays, as previously described, using 
125I-CXCL12. Briefly, HEK293 cells stably expressing human CXCR4 were washed once 
with PBS and subjected to a freeze–thaw cycle. Broken cells were then gently scraped in 
resuspension buffer (50 mM Hepes, pH 7.4, 1 mM CaCl2, and 5 mM MgCl2), centrifuged at 
3500 g for 15 min at 4 °C, then resuspended in binding buffer (50 mM Hepes, pH 7.4, 1 
mM CaCl2, 5 mM MgCl2, 140 mM NaCl, and 0.1% BSA). For competition binding assays, 
broken cells (15 μg protein) were incubated for 1 h at room temperature in binding buffer 
with 0.03 nM [125I]-CXCL12 as a tracer and increasing concentrations of analogue in a final 
volume of 0.5 mL. Bound radioactivity was separated from free ligand by filtration, and 
receptor-bound radioactivity was quantified by γ-radiation counting. Radioligand binding 
assays were collected in triplicate and are presented as means ± SEMs.  
In vitro chemotaxis 
Transwell cell migration assays were performed with REH cells (acute lymphoblastic B-
cell leukemia). Cells were first washed using RPMI medium, and 100000 cells, suspended 
in 25μL medium containing RPMI medium with 0.2% BSA. 100000 cells were seeded per 
	 	 	112 
well on a 96-well migration assay plates (5 μm pore size polycarbonate membrane; 
Neuroprobe ChemoTx system). Dilutions of the various peptides (in RPMI medium; 0.2% 
BSA) were added to the bottom chamber in a final volume of 29 μL.  The plates were 
incubated for 3h at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. After incubation, the migrated cells 
located in the lower chamber were subsequently counted using a BIORAD T10 automated 
cell counter. Data were compiled and represented as the percentage of the 100000 cells 
initially seeded onto the plate that have migrated to the bottom chamber of the plate. 
Migration experiments were repeated three times in triplicate. 
BRET experiments (G protein activation) 
To monitor direct G protein activation, we used the previously described protocol for G 
protein activation.59 For our experiment, we used the biosensors Gαi-91-RlucII, Gβ1, and 
GFP10-Gγ1. Biosensors were cotransfected with human HA-CXCR4 in HEK293 cells 
using polyethylenimine in 100-mm dishes seeded with 3 × 106 cells. 24h post-transfection, 
100000 cells per well were distributed in a 96-well microplate (Fisher). 
48h after transfection, cells were washed with HBSS complemented with 0.1% BSA, 
incubated with various concentrations of SDF-1 or chimeras (10–12 to 10–5 M) for 7 min 
then completed with coelenterazine-400A to a final concentration of 5μM. Plate readout 
were obtained using a M1000 PRO plate reader where the BRET2 filters were set to 
monitor the 515 nm/400 nm emission ratio. 
EC50 values were calculated from 3 independent experiments, each performed in triplicate. 
 
MD simulations 
The GROMACS software suite60-63 was used to prepare and run the simulations. The 
hCXCR4 crystal structure (PDB ID 3OE0) was inserted in a lipid bilayer consisting of 128 
molecules of DOPC based on the orientation of the receptor from our previous work with 
the AT1 receptor.55 Simulation parameters were based on previous work.64-66 The 
membrane-receptor system was solvated with the SPC water model.67 Sodium and chlorine 
atoms were added at random positions, replacing water molecules, to keep the net charge of 
the system at 0 and provide an approximate concentration of 150 mM NaCl. The ffg53a6 
forcefield, modified to use the Berger lipids parameter,68 was used for calculations. 
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Parameters for the DOPC molecules and the pdb file of the bilayer, developed by the 
Tieleman group,69-71 were obtained from Peter Tieleman’s website (moose.bio.ucalgary.ca).  
The CXCL12 moiety of the reference chimeric ligand 2 was modeled by homology using 
the crystal structure of vMIP-II in complex with CXCR4 and sequence alignment from Qin 
et al. 51with the mutagenesis tool in PyMOL. Compound 1 peptide was modeled from the 
crystal structure of the related peptide 36 in complex with CXCR4.49 Residue Arg1 of 
compound 1 was manually moved toward ECL2 to avoid steric clashes with CXCL12. This 
movement of Arg1 is supported from MD simulations of 1 in complex with CXCR7.72 The 
side chain of Lys14 of ligand 1 and the C-terminal residues of the CXCL12 moieties were 
manually moved to allow the formation of the peptide bond between Lys14 and Ala10. 
A first equilibration phase was performed under NPT conditions for 1 ns while gradually 
heating the system for the first 500 ps to reach the desired temperature of 310 K. During 
this first phase, phosphate head group of the DOPC molecules were restrained. This was 
followed by a second equilibration in NPT conditions for 15 ns with the pressure set at 1 
bar, without the restraints on the DOPC molecules. Such long equilibration is necessary for 
proper equilibration of the lipids after embedding a protein in the membrane.73 The position 
of all heavy atoms of the receptor and ligand were restrained during equilibration. 
Unrestrained MD simulations were run in 2 fs steps in the form of four simulations of 20 ns 
in length. One representative trajectory was prolonged to reach 120 ns of simulation time to 
sample potentially larger movements of the ligand. The simulation length was deemed long 
enough for our study, which aims at analyzing interactions between the ligand and receptor, 
which might require side chain rearrangements. These motions occur on the nanosecond 
timescale.74 Random seed was used for velocity generation during the initial equilibration 
phase. 
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SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE 
Analytical ultra-performance liquid chromatography (UPLC) spectra, experimental High 
Resolution Mass Spectrometry (HRMS) values, dose-response and chemotaxis curves of 
the different compounds described in this manuscript are presented in the supporting 
information.  
PDB files of the 120 ns MD trajectories of compound 1 in complex with CXCR4 and 
compound 2 in complex with CXCR4 are provided. 
This material is available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org. 
  
	 	 	115 
ABBREVIATIONS 
 
CXCR4, C-X-C chemokine receptor type 4 ; CXCL12, C-X-C motif chemokine 12 ; Bpa, 
Benzoylphenylalanine ; vMIPII, human herpes virus 8-encoded protein ; SDF-1α, Stromal 
cell-derived factor 1α; MAPK, Mitogen-activated protein kinase ; JAK, Janus kinase ; 
STAT, Signal transducer and activator of transcription ; CXCR7, C-X-C chemokine 
receptor type 7 ; HSC, Hematopoietic Stem Cells; CD, cluster of differentiation; BRET, 
Bioluminescence Resonance Energy Transfer; DPP-4, Dipeptidyl peptidase-4; 2-Nal, 3(2-
Naphtyl) alanine; ECL, Extracellular Loop; TMD, Transmembrane domain; GNTI, 5'-
Guanidinonaltrindole; TFA, trifluoroacetic acid; DIPEA, N,N-diisopropylethylamine; 
DMEM, Dulbecco's modified Eagle's medium; FBS, Fetal Bovine Serum; DDE, 1-(4,4-
dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-ylidene)ethyl; HATU, O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorophosphate; Mtr, 4-Methoxy-2,3,6-
trimethylbenzenesulphonyl ; COMU, (1-Cyano-2-ethoxy-2-
oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium hexafluorophosphate ; Aic, 
2-Aminoindane-2-carboxylic acid; Tic, Tetrahydro-isoquinoline-3-carboxylic Acid; TIPS, 
Triisopropylsilane; EDT, Ethanedithiol; TA, ThioAnisole; HA, Hemaglutinin; GFP, Green 
Fluorescent Protein ; DOPC, 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; SPC, Simple 
Point Charge  
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Avant-propos : J’ai réalisé la synthèse organique, la purification et la 
caractérisation de tous les analogues générés. J’ai contribué à cet article 
en effectuant toutes les manipulations expérimentales à l’exception de 
certaines expériences de BRET, des expériences de mutagénèse dirigée et 
de la dynamique moléculaire. J’ai contribué à l’élaboration du projet et à 
l’écriture du manuscrit. 
 
Résumé :  
Le CXCL12 est le seul agoniste endogène du récepteur CXCR4 ; ce couple 
joue dans le système chimiokinergique un rôle crucial dans divers processus 
physiologiques et  pathophysiologiques. À l’exception du CXCL12, des 
chimères T140-CXCL12(N-ter) et des pepducines, seuls des antagonistes 
ciblent le récepteur CXCR4. Avec pour objectif d’améliorer la stabilité 
plasmatique de nos chimères, nous avons conçu et synthétisé un 
déterminant non peptidique, basé sur le IT1t, pour élaborer une nouvelle 
génération de chimères. Nous avons ensuite mesuré par radioliaison, 
l’inhibition de la liaison du 125I-CXCL12 par notre molécule.  Nous avons 
observé un gain d’affinité d’environ un facteur cinq de notre molécule par 
rapport au IT1t. Nous avons ensuite évalué les propriétés 
pharmacodynamiques de notre molécule dans des cellules HEK293 dans 
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des essais de BRET et de chimiotaxie en mode agoniste et en mode 
antagoniste. Les essais en mode agoniste nous ont permis de mettre en 
évidence une légère augmentation du signal BRET sur la voie Gαi/o 
compatible avec une réduction du niveau d’activité basal du CXCR4. 
Nous avons donc caractérisé nos ligands sur un récepteur constitutivement 
actif (N119S) sur les voies Gαi/o et ß-arrestine 2. Nos résultats sur le mutant 
N119S montrent que le IT1t et nos molécules de type IT1t sont en fait des 
agonistes inverses. Nous avons ensuite généré des hybrides composés du N-
terminus du CXCL12 et de notre molécule.
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Abstract:  
Combination of the CXCR4 inverse agonist T140 with N-terminal CXCL12 oligopeptides 
has produced the first nanomolar synthetic CXCR4 agonists. In those agonists, the inverse 
agonistic portion provides affinity whereas the N-terminal CXCL12 sequence induces 
receptor activation. Several CXCR4 crystal structures exist with either CVX15, an inverse 
agonist closely related to T140 and IT1t, a small molecule; we therefore attempted to 
produce another CXCL12 oligopeptide combination with IT1t. For this purpose, a primary 
amino group was introduced by total synthesis into one of the methyl groups of IT1t, 
serving as anchoring point for the oligopeptide graft. The introduction of the oligopeptides 
on this analog however yielded antagonists, one compound displaying high affinity. On the 
other hand, the aminosubstituted analogue itself proved to be an inverse agonist with a 
binding affinity of 2.6 nM compared to 11.5 nM for IT1t. This IT1t-like analog is hitherto 





Graphical Abstract:  
 
An amino functionalized analog of the CXCR4 ligand IT1t is of higher affinity and inverse 
agonistic potency on CXCR4-CAM receptor N119S than IT1t. 
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Introduction 
Chemokines and their family of receptors1 mediate several cellular functions; they are key 
players to initiate and direct cell movement, an essential event in embryogenesis, 
hematopoiesis and angiogenesis.1 CXCL12 and its cognate chemokine receptors CXCR4 
and also CXCR72 have been implicated in a variety of essential physiological and 
pathophysiological processes. Besides their normal physiological roles, they participate in 
inflammatory diseases3,4 such as rheumatoid arthritis,5 HIV infection,6,7 cancer 
dissemination8 and the WHIM syndrome (Warts, Hypogammaglobulinemia, 
Immunodeficiency, and Myelokathexis),9,10 prompting to develop novel pharmacological 
entities to modulate or repress their functions.11 
CXCL12 behaves as a CXCR4 agonist on several signaling pathways,12 like the Gi/o and  
β-arrestin pathways,13 regulates the retention of hematopoietic stem cells and progenitor 
cells in the bone marrow niche.14 Therefore, the development of synthetic CXCR4 agonists 
is of great relevance for the mobilization of hematopoietic stem cells, since this approach 
could sidestep the use of antagonist, which leads to harmful unwanted effects in long-term 
use.  
CXCR4 is quite pertinent in cancer and to date more than 23 types of cancer have been 
shown to overexpress the CXCR4.15 Such CXCR4-positive cancer cells profit from this 
expression,16 metastasize rapidly and are homing towards tissues highly expressing 
CXCL1217 (i.e. lymph nodes and liver) and the bone marrow which then support their 
survival and protect these cancer cells from chemotherapeutic agents. Owing to the pivotal 
role of this chemokine couple18 CXCL12 and CXCR4 in the spread and progression of 
different types of cancer, targeting the CXCL12/CXCR4 axis could be critical for 
metastatic phenotypes19 and could have a major impact on the chemotherapy potential on 
metastases 20 or even cancer stem cells.21 
We recently reported the discovery and characterization of a low nanomolar class of 
synthetic peptidic CXCR4 agonists that mobilize REH cells (pre B-lymphocytes), a 
leukemia cell line. 22,23 Those molecules are promising drug candidates with the potential 
for widespread benefits to metastatic cancer patients. However, while those compounds 
present great topological and pharmacological information, they do not exhibit appropriate 
pharmacokinetic (PK) properties.24 
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It has been extensively shown previously that the N-terminal end of CXCL12 alone is 
mainly responsible for the induction of chemotaxis on stem/progenitor cells and previous 
SAR studies on the N-terminal pharmacophore showed the importance of several residues25 
and their contribution to the activation of the signaling cascade of CXCR4 including 
chemotaxis.26 
The C-terminus end of CXCL12 plays a crucial role in the initial recognition of the 
chemokine receptor27 and is particularly important for stabilization of the interactions 
between CXCR4 and CXCL12.28 Through electrostatic interactions with negatively 
charged residues from the N-terminal tail of CXCR4, the C-terminus of CXCL12 controls 
potency29 and contributes to regulate CXCL12 orientation.30 Based on both this two-step 
interactions model of the CXCR4/CXCL12 couple where only the N-terminus of CXCL12 
leads to conformational change allowing therefore activation of the intracellular signaling 
pathways of CXCR4,31 we aimed to develop a new scaffold to design more stable agonists 
through structure-based drug design.  
Pharmacological studies on a new class of orally bioavailable, highly potent CXCR4 
antagonists and crystallographic structural studies have highlighted the potential of IT1t32 
as a scaffold (Scheme 1) for agonists design.33 On this background, we set out to develop 
highly potent chemotactic CXCR4 agonists with improved biopharmaceutical properties by 




Scheme 1.  IT1t synthetic strategy. 
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Results and discussion 
Chemistry of novel IT1t-like scaffolds MEX4 and GEX4 
In the course of SAR studies on the IT1t molecule and based on the literature, we attempt 
to modify the gem-dimethyl in the beta position of the endocyclic isothiourea. We 
substituted one of the two methyl groups with either an amino or a guanidino function, in 
order to insert a functional amino group for future CXCL12 N-terminus peptide anchoring. 
Herein, we describe the synthesis and characterization of novel IT1t-like molecules. 
The incorporation of an aminomethyl group posed synthetic challenges.  As a potentially 
general route for exploration, we first envisioned a synthetic route starting the synthesis of 
a functionalized protected triamine. Our attempts focused on the formation of a suitable 
triamine on which the endocyclic thiourea ring could be constructed.  As such, the first 
successful synthetic route to racemic 6 is outlined in Scheme 1 with the formation of a key 
target intermediate functionalized protected triamine.  This synthesis favors the use of 
stable intermediates compared to the use of propellants (polynitro or polyazido) usually 
described in the literature for different polyamines.34,35 We also avoided high pressure, high 
temperature hydrogenation and provided a more secure way to generate the 
polynitrogenated intermediate.36 Thus, the functionalized protected triamine was formed by 
reaction of commercially available methyl methacrylate with freshly prepared N-
tosyliminobenzyliodinane. The aziridine ring formed was converted in the intermediate 2 
with two hidden amino functions. Addition of tosyl chloride fully protected the residual 
free amino group. Reduction of the amide group followed by protection of the resulting 
amine gave the key intermediate 6, which after Birch reduction gave racemic mono-
protected triamine 7. The addition of carbon disulfide afforded the cyclic thiourea 8 in a 
51% yield (2 steps). The formation of the second 5-membered ring was achieved with 1,3 
dichloroacetone in acetonitrile under reflux, providing alkyl chloride 9. The penultimate 
intermediate was obtained via nucleophilic substitution with dicyclohexylthiourea using 
Finkelstein reaction in situ. Deprotection of the protected amine bis isothiourea gave the 
final product 11, with an overall yield of 6.5% (Scheme 2). Compound 11 was 
guanidinylated using Goodman reagent, followed by successive deprotection under acidic 
conditions (Scheme 2). Compound 11 and its guanidinylated (12) analog were 
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characterized via 1D- and 2D-NMR experiments and their biological activity assessed 




Scheme 2. IT1t-like molecules synthetic strategy. 
 
Biological characterization of IT1t-like molecules 
Binding affinities for human CXCR4 receptor were determined by inhibition of 125I-
CXCL12 binding in HEK293 membranes stably expressing the human HA-tagged CXCR4 
receptor as previously described.22 Each compound was tested in an 8-point curve 
radioligand-binding assay to determine its IC50 value. The competition curves of specific 
binding to human CXCR4 receptor obtained for compound 11 and IT1t show that 
compound 11 possesses a better binding profile than IT1t with a IC50 of 2.6 ± 0.06 nM 
(Figure 1) compared to 11.5 ± 1.8 nM for IT1t. Knowing that compound 11 is a racemic 
mixture, it is probable that only one of the two enantiomers possesses higher affinity. 




Figure 1. Competition binding assay with 125I-CXCL12 of CXCL12, IT1t, compounds 11 
and 12 on HEK293 cells stably expressing the human HA-tagged CXCR4 receptor. 
 
In the CXCR4-IT1t complex described by Wu and coworkers,33 the gem-dimethyl of IT1t 
seems to be in close proximity with Glu2887.39 (Ballesteros-Weinstein numbering)37 from 
the TMD7 of hCXCR4, which is also implicated in a salt bridge with the protonated 
imidazothiazole. Since the insertion of a positive charge increases potency and efficacy, it 
could be conceivable that the amino group from compound 11 forms an additional salt 
bridge within the binding pocket. 2 ns molecular dynamics (MD) simulations suggest one 
of the isomers of compound 11 could form an additional salt bridge with the side-chain of 
residue D2887.39, but rarely short enough to form a direct H-bond (4.8 ± 0.7 Å) (Figure 2, 
A). A water-mediated H-bond was observed (not shown). The simulation of the other 
isomer indicates it could form an H-bond with the sidechain of residue D187ECL2 (Figure 2, 
B). 
The presence of localized charge seems to be preferred over charged bidentate 
guanidinium, as the guadininium compound (12) showed no affinity gain with an IC50 of 
9.1 ± 2.9 nM. MD simulations of the two isomers of compound 12 suggest that with one of 
them, the guanidinium does not form additional interactions with the receptor and rather 
interacts with water molecules within the binding pocket (Figure 2, C). With the other 
enantiomer, the guanidinium could form new H-bonds with D1714.60, H1133.29 and T1173.33 
but the H-bond between the imidazothiazole and D2887.39 is lost (Figure 2, D). Based on 
MD simulations and the first set of separated peptide conjugates (see below), we speculate 
that one of the isomers of 11 (most likely that presented in Figure 2, B) should possess a 
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higher affinity. Regarding 12, our model suggests different binding poses, which should 
translate in different affinities. However, given that both isomers make H-bonds with the 
receptor in their respective poses, it is difficult to predict which complex would be the most 
stable.  
 
Figure 2. Snapshots of MD simulations showing interactions of each enantiomer of analogs 
11 (A-B) and 12 (C-D). 
 
We first tested our molecules into agonist mode on both Gαi activation (Figure S1, A†) and 
β-arrestin-2 recruitment (Figure S1, B†) to ensure that the introduction of a functional 
charge did not induce any agonist behavior. As expected, no agonistic behavior was 
detected in this assay paradigm for IT1t, 11 and 12. We then determined whether these 
newly synthesized molecules could act as functional antagonists on CXCR4. Receptor 
antagonism was determined by measuring inhibition of Gαi recruitment in HEK293 
transiently transfected with Gαi-91-RlucII, Gβ1, and GFP10-Gγ1. Cells were incubated with 
fixed concentrations of antagonists between 10 and 100 nM before stimulation with 
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increasing concentrations of CXCL12 (ranging from 10–13 to 10–7 M). The ability of our 
newly synthesized IT1t-like molecules to inhibit the G!i response induced by CXCL12 was 
monitored and quantified. IT1t, 11 and 12 inhibited the G!i response induced by CXCL12, 
however compound 11 shifted the response at significantly lower concentrations. Values of 
pA2 extrapolated using the Schild/Gaddum equation were found to be 6.8 ± 2.3 nM for 
IT1t, 0.4 ± 0.3 nM for 11 and 8.2 ± 3.1 nM for 12. As chemotaxis is one of the most 
important properties of the chemokine family, we tested the ability of these new molecules 
to antagonize CXCL12 action on a physiological assay, CXCL12-triggered cell migration.  
Chemotaxis is a complex physical process that depends on both the physicochemical 
properties of the chemoattractant and the stability of the system's established gradient.38 To 
fully characterize our ligands, inhibition of CXCL12-induced chemotaxis was assessed 
with pre-B lymphocytes (REH cells) in transwell migration assays. When assessing 
antagonist activity, 1 nM of CXCL12 was placed in the bottom chamber, and antagonist at 
increasing concentrations was placed in the same compartment as CXCL12. IC50 values 
were found to be 55.9 ± 17.3 nM, 23.6 ± 7.1 nM, and 34.7 ± 11.5 nM for IT1t, 11 and 12, 
respectively (Figure 3). During the above functional tests, we observed a slight increase of 
the BRET signal in the G!i assay (Figure S1, A†); this could be related to a reduction of 
the basal activity of the CXCR4 receptor and led us to believe that the new compounds may 




Figure 3. CXCL12-induced chemotaxis assay. Inhibition of CXCL12-induced migration by 
IT1t, compound 11 or compound 12 was assessed with pre-B lymphocytes using Transwell 
migration assays. 
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To test this hypothesis, we used the previously reported CXCR4 constitutively active 
mutant (CAM), N119S,39 for validation, with the largely described inverse agonist 
T14039,40 as a positive control. Our results showed indeed a decrease in the constitutive 
activity in both the Gαi (Figure 4, A) and β-arrestin (Figure 4, B) assays, thus validating 
the fact that those ligands behave, in fact, as inverse agonists. Potency to reverse the basal 
Gαi activity of the CAM receptor were found to be 11.3 ± 4.0 nM, 53.0 ± 31.1 nM, 55.7 ± 
39.3 nM and 6.22 ± 4.61 nM for T140, IT1t, 11 and 12 respectively. Interestingly, 
compound 11 was found to be as efficient as T140 with an Emax of 103 ± 9 % whereas IT1t 
and compound 12 were only able to reverse the CAM activity of 77.0 ± 8.8 % and 80.6 ± 
9.2, respectively. Similar behavior was found on β-arrestin-2 recruitment with EC50 for 
T140, IT1t, 11, and 12 of respectively 0.33 ± 0.31 nM, 1.51 ± 1.60 nM, 0.26 ± 0.29 nM, 
and 3.05 ± 2.73 nM. Surprisingly, all the compounds were found to be as efficient as T140 




Figure 4. Effect of CXCl12, T140, IT1t, compounds 11 and 12 on HEK293 cells 
expressing the constitutively active mutant of the human HA-tagged CXCR4 receptor 
(CXCR4-N119S). A. Concentration-response curves for the Gαi pathway and B. 
Concentration-response curves for β-arrestin-2 recruitment. 
 
Altogether, these data confirm that analog 11 is a new potent CXCR4 inverse agonist with 
an interesting functional group for peptide anchoring. It is not surprising that IT1t and IT1t-
like molecules acts as inverse agonists since it was reported that 85% of reported neutral 
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antagonists are in fact inverse agonists41 when tested on CAM receptor or on receptor with 
basal activity. 
Since CXCR4 plays a crucial role in the WHIM syndrome9,10 which is associated to an 
increased basal CXCR4 signaling activity, IT1t and IT1t-like molecules could be a great 
asset for drug discovery in this particular disease. 
 
C-terminal attachment of CXCL12 N-terminus on analog 11 
Fully characterized compound 11 on biological assays was then attached on resin on the C-
terminus of an immobilized CXCL12 N-terminus decapeptide (Scheme 3). 
 
 
Scheme 3. C-terminus attachment. 
 
To do so, we used a non-conventional strategy with Ellman’s DHP resin42,43 to anchor 
compound 11 onto CXCL12 N-terminus peptide. First, through side chain attachment, we 
coupled the dipeptide Fmoc-L-Ser(OH)- L-Ala-OAllyl (14) under microwave irradiation, 
then elongated the peptide using standard Fmoc/t-Bu SPPS to obtain the decapeptide 
protected on its C-terminal by an allyl ester. After stepwise solid-phase peptide synthesis, 
	 	 	138 
the decapeptide was deprotected on its C-terminus using palladium and phenylsilane, then 
11 was coupled using HATU and DIPEA. The target compounds were obtained in a 1/1 
diastereoisomeric mixture that was separated by HPLC afterwards. 
We first examined the binding properties of both diastereoisomers on the human CXCR4 
receptor. IC50 values were found to be 0.49 ± 0.13 nM for CXCL12, 334 ± 67 nM for 
compound 16 and 111 ± 20 nM for compound 17 (Figure S2†), thus exhibiting a loss of 
affinity of nearly 30- and 10-fold for compounds 16 and 17, respectively. Biological studies 
were done using the Gαi activation assay in the agonist paradigm. Cells were stimulated 
with increasing concentrations of compounds 16 and 17 (10–11 to 10–5 M) and we 
monitored the ability of these compounds to activate Gαi. Despite their agonist moiety, both 
diastereoisomers failed to induce Gαi response at concentrations up to 10-5M (Figure S3†). 
Since cell migration was shown to be an integrative pathway involving multiple 
downstream activation cascades, we then performed Transwell migration assay in the 
agonist paradigm to observe whether compounds 16 and 17 could activate other pathways 
than the Gαi pathway. Unfortunately, those compounds were not able to trigger any 
migration of REH cells (Figure S4†).   
In the light of these results, we performed the same assays in an antagonist paradigm to 
investigate whether our compounds behaved as antagonists and were able to inhibit the Gαi 
response induced by CXCL12 as well as the CXCL12-triggered migration of REH cells. In 
the Gαi assay, compound 16 and 17 were found to be antagonists at the CXCR4 receptor 
with a pA2 value of 171 ± 108 nM and 85 ± 25 nM respectively. These values were higher 
than the pA2 value of 11 alone. This antagonist behavior was also found in the migration 
assay were both compounds 16 and 17 inhibited CXCL12-induced migration with an IC50 
of > 2,000 nM and 914 ± 443 nM, respectively (Figure 5). With the CXCR4-IT1t complex 
described by Wu et al., 33 and with the recent homology model with CXCL12 based on the 
published crystal with the viral chemokine v-MIPII,44 highlighting the subpockets 
implicated in the two-step binding of CXCL12, we can observe that IT1t occupies the same 
region as the N-terminus of CXCL12. IT1t is involved in several interactions with charged 
residues of the CXCR4 receptor like Asp972.63 and Glu2887.39 that occurs to interact with 
the N-terminus Lysine of CXCL12.44 Since the C-terminus hybrids retain higher affinity to 
CXCR4 than the N-terminus decapeptide of CXCL1226 and since compound 11 seems to 
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behave similarly to IT1t, it is plausible that compound 11 drives the binding of the hybrids 




Figure 5. CXCL12-induced chemotaxis assay. Inhibition of CXCL12-induced migration by 
compounds 16 and 17 was assessed with pre-B lymphocytes using Transwell migration 
assays. 
 
N-terminal attachment of CXCL12 N-terminus on analog 11 
In the light of these results and based on recent structural data44 showing that IT1t occupies 
a similar position in the crystal than the activation responsible dipeptide Lys-Pro, 23,45 
respectively in position 1 and 2 of the N-terminal chain of the CXCL12, we focused on 
another strategy to graft compound 11, our most potent inverse agonist, in place of the N-
terminus dipeptide Lys-Pro (Scheme 4). Using a bromoacetate strategy, we firstly 
synthesized the des-Lys-Pro N-terminus octapeptide of CXCL12 using Rink Amide resin.   
When the stepwise solid-phase peptide synthesis was completed, the octapeptide N-
terminal was deprotected with piperidine in DMF. Simultaneously, we freshly prepared the 
symmetric 2-bromoacetic anhydride using bromo acetic acid and N,N-
Diisopropylcarbodiimide (DIC). Simple addition of the anhydride mixture onto the resin 
with stirring for 30 minutes provided the bromo intermediate, subsequent SN2 substitution 
with compound 11 and DIPEA provided the pure diastereoisomeric mixture of N-terminus 
modified hybrids (Compound 18).  
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Scheme 4. N-terminus attachment. 
 
Pharmacodynamic studies were assessed using the same assays as previously described in 
agonist mode. Firstly, we assessed the binding affinity of compound 18. This C-terminus 
hybrid binds with an IC50 of 22.2 ± 1.6 nM (Figure S5†). 
Gαi recruitment using BRET-based assays showed no activation whatsoever of the CXCR4 
receptor (Figure S6†). We then performed Transwell migration assays and observed that 
this hybrid was not able to induce REH chemotaxis (Figure S7†).  
In the light of these results, we performed the same assays in an antagonist paradigm to 
investigate whether compound 18 behaved as an antagonist and was able to inhibit the Gαi 
response induced by CXCL12 as well as the CXCL12-triggered migration of REH cells. In 
the Gαi assay, compound 18 was found to be an antagonist at the CXCR4 receptor with a 
pA2 value of 8.51 (3.07 ± 2.2nM), this value was found to be closer to the pA2 of the value 
of 11 alone (Figure S8†). 
The reverse attachment of CXCL12 N-terminus on compound 11 led to a significantly 
increase of affinity which tends to support that the N-terminus of CXCL12 may be placed 
in a more optimized position in the receptor. However, since no activity was observed, the 
hybrid seems to block the CXCR4 receptor in an energy minimum stabilizing an inactive 
state of the receptor (Figure S9†). Furthermore, it has been shown that Lys1 of CXCL12 is 
highly important for the activation of CXCR446 and as compound 11 seems to occupy the 
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same binding pocket,44 it is likely that compound 11 may block the activation hot spot and 
that the hybrid is behaving like analog 11. Furthermore, our recent works suggest that Lys1 
of CXCL12 breaks the interaction between D2887.39 and Y1163.32, leading to an increased 
separation between TMD3 and TMD7 through an interaction of its ε-NH3 with the side 
chain of Y1163.32 and its N-terminus with D2887.39. We believe a hybrid molecule that leads 
to similar interactions, possibly with the CXCL12 N-terminus-derived moiety forming a 
salt bridge with D2887.39 while the imidazothiazole of IT1t interacts with Y1163.32, could 
present agonistic properties23, 45. Future experiments will focus on exploring this hypothesis. 
Conclusions 
Throughout this study, we have optimized a synthesis of amino- and guanidine-
functionalized IT1t analogues, using a safe and robust synthesis of triamines. Very few 
methods are reported for the synthesis of this kind of compounds and this constitute a new 
versatile synthetic way for polynitrogenated compounds. Next, we revealed the inverse 
agonistic behaviour of IT1t and IT1t-like molecules on the CXCR4 receptor. We 
discovered that the insertion of a positive charge either by amino methyl or guanidino 
methyl gave potent inverse agonists, which opens the way for subsequent optimization of 
this class of molecules. Moreover, insertion of primary amine and a localized positive 
charge on the gem-dimethyl moiety increased the inverse agonist behavior compared to the 
reported IT1t. This molecule could be used as a tool to explore the structural features of the 
CXCR4 receptor.  
We have described two types of hybridization with our compound. However, further 
hybrids design should be done to use analog 11 as a scaffold for agonist design. 
Experimental section 
Synthetic procedures 
Reagents were purchased from Sigma Aldrich. Solvents were purchased from Fischer and 
used as received. Reactions were carried out under inert atmosphere of dry argon in oven-
dried glassware. Reactions were monitored using thin-layer chromatography (TLC). TLC 
was performed on glass plates SIL 60 G-25, UV254, 0.25mm, 20 x 20 cm (Canadian Life 
Science, Peterborough, ON). 
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Amino acids, TFA and   DIPEA   were   purchased   from   Chem-Impex. DMF was stored 
over 3Å molecular sieves. Peptide synthesis was performed in 6 mL polypropylene 
cartridge with 20µm PE frit from Applied Separations (USA).  Peptides were shaken ( ̴ 180 
rpm) on a New Brunswick Scientific orbital shaker. 
Preparative purifications were made on a Waters preparative HPLC system paired with an 
ACE 5 C18 column. Analytical HPLC were performed on a Water H Class Acquity UPLC 
coupled with a SQ Detector 2 and a PDA eλ detector and paired with a Acquity UPLC 
BEH C18 column, 1.7µm, 2.1 x 50 mm. Diastereoisomer separation was assessed on a 
Waters Mass-trigggered preparative HPLC system paired with a x-SELECT CSH Prep C18 
5µm column coupled with a SQ Detector 2 and a PDA eλ detector. 
Chromatography and MS spectra were recorded on a Waters UPLC-MS system, and 
compounds were dissolved in a mixture of acetonitrile and 0.1% TFA in water. 
NMR spectra were recorded in deuterated solvents on a Bruker AC300 NMR or a Varian 
300 NMR or a Varian 600. NMR chemical shifts are reported in ppm (parts per million) 
and coupling constants (J) in Hertz. The abbreviations for peak multiplicities are described 
as follows: s (singlet), d (doublet), dd (doublet of doublets), t (triplet), q (quartet), qt 
(quintet), m (multiplet) and bs (broad singlet). 
2D experiments were performed on a Varian 600 MHz spectrometer equipped with a Z-axis 
pulsed-field gradient triple resonance probes.  
HRMS were performed on a Bruker MaXis 3G high resolution Q-ToF. 
 
Synthesis of (Z)-(6,6-dimethyl-5,6-dihydroimidazo[2,1-b]thiazol-3-yl)methyl N,N'-
dicyclohexylcarbamimidothioate or IT1t.  
Synthesis of IT1t was done according to the paper of Thoma et al.  
 
Synthesis of N-tosyliminobenzyliodinane47 (Compound 1)  
To a cooled suspension (temperature below 10 ˚C) of p-toluenesulfonamide (20.52 g), 
potassium hydroxide (16.80 g) and dry methanol (500 ml) under stirring was added 
iodobenzene diacetate (38.4 g) by portions. The resulting yellow colored solution was 
allowed to warm to room temperature and then stirred for 3 h. 300 mL of iced water was 
poured into the reaction mixture and the light yellow suspension was stirred overnight. The 
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light yellow solid was isolated by filtration and filtered on a Büchner funnel. The solid was 
washed with ether at least three times (3x 100 mL) to remove residual iodobenzene then 
dissolved in boiling methanol (150 mL) and recrystallized in a freezer overnight. A pale 
yellow solid was then obtained by filtration.  Yield 81% (36.2g recovered). 
1H NMR (300MHz, DMSO-d6): δ 7.69 (d, 2H), δ 7.45 (m, 3H), δ 7.3 (m, 2H), δ 7.05 (d, 
2H), δ 2.27 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO-d6): δ142.6, 142.1, 137.8, 131.4, 130.1, 128.5, 126.3, 128.1, 
126.3, 95.6, 21.7 
 
Synthesis of methyl 2-methyl-1-tosylaziridine-2-carboxylate48 (Compound 2).  
To a solution of dry acetonitrile (120 mL), molecular sieves 4Å (8.4 g) and Cu(OTf)2 (1.01 
g, 0.1 eq., 2.79 mmol) under stirring was added methyl methacrylate (3 mL, 1 eq., 28.17 
mmol) and by portions PhINTs (1) (12.63 g, 1.2 eq., 33.86 mmol). 
The reaction mixture was stirred at room temperature overnight.  
The pale green crude solution was filtered on a pad of silica, and then washed in a hexane-
ethyl acetate mixture (1:1). The filtrate was evaporated to dryness to give a brown oily 
solution, which was then purified by flash chromatography using ethyl acetate-hexane 
(30:70). 
The desired product was obtained as an off white crystal. 
Yield: 78% (6.7 g)  
1H NMR (300MHz, DMSO-d6): δ 7.78 (d, 2H, J=8.1Hz), δ 7.46 (d, 2H, J=8.0Hz), δ 3.65 
(m, 3H,), δ 2.79 (d, 2H, J=7.5Hz), δ 2.41 (s, 3H), δ 1.73 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO-d6): δ 167.6, 143.8, 135.8, 129.2, 126.4, 52.1, 45.6, 20.3, 14.3 
MS (ES+) m/z (M+H)+ 270.78 (M+Na)+ 292.76 
 
Synthesis of 3-amino-2-methyl-2-(4-methylphenylsulfonamido)propanamide 
(Compound 3).  
Methyl 2-methyl-1-tosylaziridine-2-carboxylate (4.5 g, 16.7 mmol) of compound 2 was 
dissolved in ammonia (7M in methanol, 20 eq., 40 mL)49. The mixture was heated in a 
sealed tube at 65 ˚C overnight. After cooling to room temperature, the solvent was removed 
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under vacuum and the crude product used in the next step without further purification 
(mean conversion: 85%). 
1H NMR (300MHz, DMSO-d6): δ 7.73 (d, 2H, J=8.2Hz), δ 7.36 (d, 2H, J=8.1Hz), δ 7.17 
(d, 2H, J=10.1Hz), δ 3.65 (bs, 2H), δ 3.34 (bs, 2H), δ 2.65 (dd, 2H, J=13.5Hz), δ 2.37 (s, 
3H), δ 1.10 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO-d6): δ 174.6, 142.2, 140.6, 129.3, 126.2, 63.0, 49.5, 20.9, 19.8 
 
Synthesis of 2-methyl-2,3-bis(4-methylphenylsulfonamido)propanamide (Compound 
4).  
To a slurry of 3-amino-2-methyl-2-(4-methylphenylsulfonamido)propanamide (4.53 g, 16.7 
mmol) in water (40 mL) was added NaOH (0.4 g, 0.6 eq., 10 mmol) to adjust the pH to 10 
followed by dropwise addition of a solution of p-toluenesulfonyl chloride (3.80 g, 1.2 eq., 
20.04 mmol) in acetone (10 mL) simultaneously with NaOH (0.4 g, 0.6 eq., 10 mmol) to 
maintain a pH of 10. The reaction mixture was heated at 45 ˚C for one hour and once the 
starting material was consumed; the pH was adjusted to 2-3 with 6M HCl. 
The reaction mixture was then extracted with ethyl acetate (3x80 mL), the organic phases 
washed with brine (3x40 mL) then pooled, dried with dry MgSO4 and concentrated under 
vacuum. 
The oily residue was dissolved in ethyl acetate to perform a solid deposit and then, the 
crude product was purified by flash column chromatography using ethyl acetate: hexane 
(90:10). The desired product was obtained as a bright white crystal. Yield: 71% (5.03 g) 
1H NMR (300MHz, DMSO-d6): δ 7.68-7.59 (m, 4H), δ 7.40-7.31 (m, 6H), δ 7.20 (d, 2H, 
J=16.1Hz), δ 2.83 (s, 2H), δ 2.39 (s, 3H), δ 2.37 (s, 3H), δ 1.16 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO-d6): δ 174.0, 146.6, 143.4, 141.1, 138.2, 130.5, 130.3, 127.4, 
127.3, 62.1, 50.7, 21.9, 20.6 
 
Synthesis of N,N'-(3-amino-2-methylpropane-1,2-diyl)bis(4-
methylbenzenesulfonamide) (Compound 5).  
Borane tetrahydrofuran complex (1M solution in THF, 18.8 mL, 2 eq., 18.8 mmol) was 
added to a round-bottom flask containing 2-methyl-2,3-bis(4-
methylphenylsulfonamido)propanamide (4 g, 9.4 mmol) at 0 ˚C. The reaction mixture was 
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kept at 0°C until hydrogen evolution stopped, then refluxed overnight. After cooling to 
room temperature, the solvent was removed under vacuum and the crude product was co-
evaporated at least three times with methanol. Completion was checked by UPLC-MS and 
the crude product was used directly in the next step without further purification 
(Conversion rate: 99%). 
 
Synthesis of tert-butyl (2-methyl-2,3-bis(4-
methylphenylsulfonamido)propyl)carbamate (Compound 6).  
To a stirred mixture of tert-butyl (2-methyl-2,3-bis(4methylphenylsulfonamido)propyl) 
carbamate (3.87 g, 9.4 mmol)  and triethylamine (5 mL, 4 eq., 37.6 mmol) in DCM (40mL) 
was added di-tert-butyl dicarbonate (4.10 g, 2 eq., 18,8 mmol). The resulting solution was 
stirred at room temperature for at least 3 hours.  The reaction was monitored by TLC until 
completion. 
Once completed, the reaction mixture was extracted with ethyl acetate, the organic phases 
washed with HCl 1M and brine then gathered, dried with dry MgSO4 and concentrated in 
vacuo. 
The oily residue was dissolved in DCM to perform a solid deposit, then the crude product 
was purified by flash column chromatography using ethyl acetate: hexane (1/1). The 
desired product was obtained as a white powder. Yield: 73% (3.5 g) 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 7.72 (dd, 4H, J=8.6Hz, J=6.4Hz), δ 7.29 (m, 4H), δ 5.37 (t, 
1H, J=7.6Hz), δ 5.31 (s, 1H), δ 3.97 (dd, 2H, J= 11.4Hz), δ 2.95 (m, 2H), δ 2.42 (d, 6H, 
J=3.3Hz), δ 1.43 (s, 9H), δ 1.14 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, CDCl3): δ 153.2, 143.5, 143.4, 139.4, 136.5, 129.7, 129.6, 126.9, 
126.8, 83.1, 69.6, 57.8, 48.5, 27.5, 21.4, 19.3 
 
Synthesis of tert-butyl (2,3-diamino-2-methylpropyl) carbamate (Compound 7).  
The Birch reaction was conducted in a three-necked round-bottom flask with a dry ice 
condenser, a gaseous NH3 inlet and a stopper for sodium addition, using THF freshly 
distilled over sodium and benzophenone. Ammonia (90 mL) was condensed at -78 ˚C then 
Na (1.8 g, 20 eq., 7.83 mmol) was added and the solution turned immediately dark blue. A 
solution of (6) (2 g, 3.91 mmol) in dry THF (12 mL) was added to the reaction mixture. 
	 	 	146 
After consumption of the starting material (not detectable after 1 h by UPLC-MS and 
TLC), the unreacted Na was quenched with a mixture of THF/Methanol (1/1)  (30 eq. of 
Methanol, 4,75 mL) until discoloration of the mixture. Upon discoloration, ammonia was 
evaporated under a flow of air, until the pH of the airflow was neutral. The reaction mixture 
was then dissolved in water until complete dissolution of precipitate then evaporated in 
vacuo. The resulting aqueous phase (acidified to a pH around 6-7 with HCl 1M) was 
extracted with ether (5x 15 mL). The aqueous phase was lyophilized and the following 
reaction was started without further purification 
MS (ES+) m/z (M+H)+ 204.85  
 
Synthesis of tert-butyl ((4-methyl-2-thioxoimidazolidin-4-yl) methyl) carbamate 
(Compound 8).  
A solution of the above crude materials containing tert-butyl (2,3-diamino-2-methylpropyl) 
carbamate (794 mg, 1 eq., 3.89 mmol) in DCM (20mL) was cooled down to 0 ˚C then 
carbon disulfide (520 µL, 2.2 eq., 8.56 mmol) was slowly added50. The reaction mixture 
was refluxed overnight. Once completed, the solvent was evaporated and the oily residue 
purified by flash chromatography from DCM 100% to DCM-Methanol (98: 2). The desired 
product was obtained as a pale yellow powder. Yield: 51% for 2 steps (489 mg) 
1H NMR (300MHz, DMSO): δ 7.98 (d, 2H, J=14.2Hz), δ 6.94 (t, 1H, J=5.5Hz), δ 3.43-2.95 
(m, 4H), δ 1.37 (s, 9H), δ 1.11 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO): δ 179.8, 154.5, 76.4, 61.0, 51.7, 45.5, 26.6, 21.9  
 
Synthesis of tert-butyl ((4-methyl-2-thioxoimidazolidin-4-yl)methyl)carbamate 
(Compound 9).  
A solution of tert-butyl ((4-methyl-2-thioxoimidazolidin-4-yl)methyl)carbamate (186 mg, 1 
eq., 0.76 mmol), 1,3-dichloro acetone (161 mg, 0.9 eq., 1.27 mmol) and acetonitrile (2 mL) 
was refluxed for 4 hours50. The reaction was monitored by UPLC-MS. Once completed, the 
crude was basified with saturated NaHCO3 to a pH around 7-8 then extracted three times 
with ether (3*4 mL). The organic layer was washed with brine, dried over dry MgSO4 and 
concentrated in vacuo. The product was then dried overnight in vacuo. The product was 
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used without further purification with a mean purity of 80%. Yield: 80% (192 mg). Purity: 
80% (UPLC-UV). 
1H NMR (300MHz, DMSO): δ 6.86 (t, 1H, J=5.7Hz), δ 6.14 (s, 1H), δ 4.54 (dd, 2H, 
J=12.3Hz), δ 3.65 (dd, 2H, J= 9.5Hz) δ 2.99-3.16 (m, 2H), δ 1.40 (s, 9H), δ 1.21 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO): δ 166.3, 156.5, 132.4, 102.8, 78.2, 53.9, 48.8, 37.7, 28.6, 
25.7  
 
Synthesis of (Z)-tert-butyl ((3-(((N,N'-dicyclohexylcarbamimidoyl)thio)methyl)-6-
methyl-5,6-dihydroimidazo[2,1-b]thiazol-6-yl)methyl) carbamate (Compound 10).  
To a solution of tert-butyl ((4-methyl-2-thioxoimidazolidin-4-yl)methyl) carbamate (100 
mg, 1 eq., 0.31 mmol) in acetone was added TBAI (30 mg, 0,25 eq., 0.079 mmol) followed 
by K2CO3 (136 mg, 3 eq., 0.95 mmol) and dicyclohexylthiourea (78 mg, 1 eq., 0.31 mmol).  
The reaction mixture was then heated at 55 ˚C for 1 hour and monitored by UPLC-MS. 
After consumption of the starting material, the crude was evaporated then dissolved in 
DCM and washed with citric acid 1M. The aqueous phase was concentrated in vacuo and 
the product purified by preparative HPLC.  The compound was purified at a 230 nm 
wavelength using a 10-45% gradient of acetonitrile with 0.1% TFA. Yield: 30% 
1H NMR (300MHz, DMSO): δ10.40 (bs, 2H), 9.29 (bs, 2H), δ 7.30 (t, 2H, J=8.4Hz), δ 6.84 
(s, 1H), δ 4.59 (dd, 2H, J= 15.2Hz), δ 4.25 (dd, 2H, J=11.1Hz), δ 3.74 (bs, 2H), δ 3.34 (m, 
3H), δ 2.79 (m, 2H), δ 1.85-1.05 (m, 20H), δ 1.45 (s, 3H), δ 1.39 (s, 9H) 
13C NMR (300MHz, DMSO): δ 149.9, 141.5, 137.2, 112.1, 91.4, 59.4, 53.5, 37.3, 35.9, 
34.0, 28.5, 13.1, 12.0, 9.1, 5.4, 4.5 
MS (ES+) m/z (M+H)+ 523.0  




yl)methyl)-1,3-dicyclohexylisothiouronium (Compound 11).  
To a solution of (10) (49 mg, 0.094 mmol) was added hydrogen chloride solution 4 M in 
dioxane (4 eq., 95 µL, 0.38 mmol). The reaction mixture was stirred for 30 minutes, then 
the product precipitated in ether. The resulting precipitate was dissolved in water and dried 
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under vacuum to remove the residual traces of ether, then lyophilized. If the product was 
not purified at the previous step then the aqueous phase was purified on a preparative 
HPLC system at 232 nm and 260nm using a 5-30% gradient of acetonitrile with 0.1% TFA. 
All fractions containing the desired product were lyophilized and analyzed by UPLC-MS in 
a in a 50mM ammonium formate buffer. 
1H NMR (300MHz, DMSO): δ 9.27 (bs, 2H), δ 8.42 (bs, 3H), δ 6.87 (s, 1H), δ 4.60 (dd, 
2H, J= 15.3Hz), δ 4.34 (dd, 2H, J= 11.7Hz), δ 3.74 (bs, 2H), δ 3.28 (dd, 2H, J= 14.4Hz), δ 
1.83-1.06 (m, 20H), δ 1.57 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO): δ 169.3, 160.9, 158.7, 156.6, 131.5, 110.8, 78.8,72.9,56.7, 
55.2, 53.4, 47.9,32.5, 31.4, 28.5, 24.8, 23.9 




yl)methyl N,N'-dicyclohexylcarbamimidothioate (Compound 12).  
To a solution of (11) (30 mg, 1 eq., 0.07 mmol) in DCM (2 mL) was added Et3N (2 eq., 24 
µL, 0.14 mmol) followed by Goodman reagent 51(1 eq., 24 mg, 0.07 mmol). The mixture 
was stirred at r.t. for 4 hours. After completion, DCM was evaporated and the mixture was 
diluted with water and purified on a mass-triggered preparative HPLC system using a 5-
20% gradient of acetonitrile with 0.1% formic acid. All the fractions containing the desired 
product were lyophilized and analyzed by UPLC-MS and NMR. 
1H NMR (300MHz, DMSO): δ 9.29 (d, 4H, J=25.6Hz), δ 8.48 (t, 1H, J=6Hz), δ 7.63 (bs, 
3H), δ 7.39 (s, 1H), δ 6.90 (s, 1H), δ 4.65 (dd, 2H, J=15.1Hz), δ 4.28 (dd, 2H, J=11.3Hz), δ 
3.79-3.55 (m, 9H), δ 1.85-1.09 (m, 21H), δ 1.55 (s, 3H) 
13C NMR (300MHz, DMSO): δ 169.9, 161.2, 159.3, 159.1, 158.2, 131.5, 118.6, 116.6, 
111.4, 72.4, 56.9, 55.0, 53.7, 48.4, 32.7, 32.7, 31.6, 29.1, 28.3, 25.1, 24.9, 24.3  
HRMS: m/z calculated for C22H37N7S2 : (MH+) 464.2625, m/z observed: (MH+) 464.2630. 
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Synthesis of (S)-allyl 2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(tert-
butoxy)propanamido)propanoate (Compound 13).  
In a 35 mL microwave vial equipped with a magnetic stir bar, L-Alanine allyl ester 
hydrochloride (500 mg, 1 eq, 3.87 mmol) was dissolved in DMF (15 mL), followed by 
DIPEA (4.05 mL, 6 eq, 23.22 mmol). After complete dissolution, Fmoc-O-tert-Butyl-L-
serine (2.37 g, 1.6 eq, 6.19 mmol) was added to the reaction mixture followed by HATU 
(2.35 g, 1.6 eq, 6.19 mmol) and HOAt (843 mg, 1.6 eq, 6.19 mmol). The mixture was 
subjected to MW irradiation (CEM Discover Microwave S-Class) three times for 28 
minutes at 40W and at 50 ˚C.52 The reaction mixture was then poured on ice in an 
Erlenmeyer flask followed by 3 mL of water. The suspension was further filtered on a 
Büchner funnel. The precipitate was washed three times with water then dissolved in ethyl 
acetate, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered then evaporated. 
The oily residue was dissolved in methanol to perform a solid deposit, then the crude 
product was purified by flash column chromatography using ethyl acetate: hexane 
(wavelengths: 264nm and 254nm). Yield: 60% (1.15 g) 
1H NMR (300MHz, DMSO): δ 7.50 (d, 2H, J=7.5Hz), δ 7.34 (d, 2H, 7.2Hz), δ 7.133 (d, 
2H, J=7.5Hz), δ 7.04 (d, 2H, J=7.2Hz), δ 5.70- 5.56 (m, 1H), δ 5.51 (s, 1H), δ 5.09- 4.97 
(m, 2H),  
δ 4.38-4.31 (m, 3H), δ 4.12 (d, 2H, J= 6.9Hz), δ 3.96 (t, 2H, J=6.9Hz), δ 3.57-3.54 (m, 1H),  
δ 3.12 (t, 1H, J= 8.4Hz), δ 1.33 (s, 2H), δ 1.17 (d, 3H, J=7.2Hz), δ 0.97 (s, 9H) 
13C NMR (300MHz, DMSO): δ 172.0, 169.7, 155.8, 143.5, 141.0, 131.3, 127.5, 126.8, 
124.9, 119.7, 118.5, 74.2, 66.9, 65.7, 61.5, 53.9, 48.1, 46.9, 27.1, 18.2 
MS (ES+) m/z (M+H)+ 496.2 (M+Na)+ 518.0 
 
Synthesis of (S)-allyl 2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-
hydroxypropanamido)propanoate (Compound 14).  
1.15 g of compound 12 was dissolved in a 10 mL solution of TFA: DCM: TIPS (50: 50: 5). 
The reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h. Once completed, the reaction 
mixture was evaporated under vacuum then extracted with ethyl acetate. The organic phase 
was washed with NaOH 1M until a complete neutralization of the residual TFA followed 
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by washes with brine. The organic phase was then dried under MgSO4, filtered on a 
Büchner funnel and concentrated under vacuum. Yield: 88% (899 mg) 
MS (ES+) m/z (M+H)+ 440.1 (M+Na)+ 462.0 
1H NMR (300MHz, DMSO): δ 8.68 (d, 1H, J=6.8Hz), δ 8.38 (d, 2H, 7.5Hz), δ 7.76 (d, 2H, 
J=8Hz), δ 7.41 (dt, 2H, J=7.3Hz), δ 5.82- 6.00 (m, 1H), δ 5.28 (dd, 2H, J=17.2Hz, 
J=10.5Hz), δ 4.64- 4.55 (m, 2H), δ 4.38-4.23 (m, 4H), δ 4.16 (q, 1H, J= 6.8Hz), δ 3.94 (bs, 
3H), δ 3.69-3.53 (m, 2H), δ 1.36-1.33(m, 3H)  
13C NMR (300MHz, DMSO): δ171.4, 169.5, 167.3, 155.3, 143.2, 140.1, 131.7, 127.0, 
126.4, 124.7, 119.5, 117.0, 65.1, 64.2, 64.1, 61.1, 56.5, 47.1, 46.0, 16.3, 16.0 
HRMS: m/z calculated for C24H26N2O6Na :  461,1683 (MNa+), m/z observed: 461,1692 
(MNa+). 
 
Synthesis of Nα, ε-bis-Boc-L-lysine53 in solution (Compound 14).  
L-lysine hydrochloride (2 g, 1 eq., 10.95 mmol) was dissolved in 20 mL of water, then 
NaHCO3 (2.76 g, 3 eq., 32.84 mmol) was added.  The mixture was cooled to 0 ˚C, then Boc 
anhydride (2.86 g, 2 eq., 26.2 mmol) in THF was added. Then the reaction mixture was 
stirred at room temperature for 12 h. After 12 h, 2 equivalent of Boc anhydride were added 
at 0 ˚C and the mixture was stirred for an additional 12 h at room temperature. At the end 
of the reaction, THF was removed under reduced pressure and the aqueous layer washed 
with diethyl ether to remove organic impurities. The resulting aqueous layer was acidified 
to pH 4−5 using citric acid solution 1M then extracted with DCM. The organic layer was 
then washed with brine and dried with dry MgSO4. The organic layer was removed under 
reduced pressure to obtain the compound in quantitative yield.  
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 10.48 (s 1H), δ 6.26 (s, 1H), δ 5.31 (d, 2H, J= 7.8Hz), δ 4.74 
(bs, 1H), δ 4.09-4.29(m, 1H), δ 3.09 (s, 2H), 1.64-1.83 (m, 6H), δ 1.43 (s, 18H) 
13C NMR (300MHz, CDCl3): δ 176.0, 156.0, 155.6, 79.8, 79.1, 52.9, 39.9, 31.8, 29.2, 28.2, 
22,2 
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Synthesis of Ellman DHP resin42 from Merrifield chloromethyl resin54 for C-terminal 
attachment of Compound 11.  
In a round bottom flask was added NaH (60%, 1.4 g, 5 eq., 35 mmol) and THF (30 mL). 
The solution was cooled down to 0 ˚C then 3,4-dihydro-2H-pyran-2-ylmethanol (3.62 mL, 
5 eq., 35 mmol) was added. The reaction was allowed to warm up to room temperature and 
stirred for 2 h. After 2 h, a thick light yellow suspension was obtained.  60 mL of dry DMF 
was further added to obtain an orange opaque solution. In a 250 mL glass peptide-shaking 
vessel, Merrifield chloromethyl resin (5 g) was washed with DMF (60 mL) then drained 
followed by the addition of the orange solution. The reaction mixture was vented frequently 
especially during the first hour. More DMF (60 mL) was further added then the dark brown 
suspension was shaken at room temperature overnight. The resin was drained and washed 
with DCM (80 mL), DMF/water 1:1 (4x 80 mL), DMF (3x 80 mL) and DCM (3x 80 mL). 
The resin was briefly dried in vacuo and brought onto the next step as is. 
 
Side chain attachment of (S)-allyl 2-((R)-2-((((9H-fluoren-9-
yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-hydroxypropanamido)propanoate on Ellman DHP 
resin.  
In a 10 mL glass shaking vessel, (S)-allyl 2-((R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl) 
amino)-3-hydroxypropanamido) propanoate was added to a solution of Ellman DHP resin 
(250mg). The suspension was flushed with argon and R-(-)-Camphorsulfonic acid (23mg, 
0.4eq, 0.10mmol) was added. The mixture was shaken at room temperature overnight. The 
resin was drained and washed for 3 minutes with DCM (8 mL), IPA (8 mL), DMF (8 mL) 
and DCM (8 mL) (3x each). The resin was washed with ether (3x 8 mL) and dried in vacuo 
overnight. 
Loading was controlled by UV measurement (λ=301nm and 290nm) of dibenzofulvene 
using spectrophotometer and Cuvette: Hellma 104-QS, Suprasil Quartz Z600288 10mm, 
200-2500 nm (Loading= 0.3867mmol/g). Synthesis was pursued with standard Fmoc/t-Bu 
protected amino acids purchased from Chem Impex at the highest purity available.  
Syntheses were performed using Fmoc-N-protected amino acid (3 eq.) in the presence of 
[O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate] HATU (3 
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equiv.), N,N-diisopropylethylamine (9 eq.) in DMF (1.5 mL) for at least 2 hours. Fmoc 
deprotection was performed using 50% Piperidine in DMF for 20 minutes.  Deprotection 
after proline coupling was performed under microwave irradiation using 2% DBU 2% 
Piperidine in DMF. The resin was subjected to MW-irradiation (CEM Discover Microwave 
S-Class) for 20 minutes at 100W and at a temperature of 75°C. After each coupling and 
deprotection, Kaiser test was done to monitor completion. 
 
General procedure for allyl protecting group removal.  
Dry DCM was vented under nitrogen for 30 minutes then 2 mL of DCM was added to Allyl 
C-terminus protected peptide. Pd(Ph3)4  (0.5 eq.) was added to the resin followed by 10 
equivalents of phenylsilane. The reaction mixture was vented for a couple of minutes under 
nitrogen, then placed on an orbital shaker for at least 2 hours. The reactant mixture turned 
dark brown. After 2 hours, the resin was drained and washed with DMF (3x 3 mL) and 
three cycles alternatively washing with 2-propanol (3 mL) or DCM (3 mL). The resin was 
further washed for 3 cycles of 5 minutes with a 0.02M solution of sodium diethyl 
dithiocarbamate trihydrate in DMF (turning almost instantaneously pale yellow) followed 
by three regular cycles of washes with 2-propanol (3 mL) or DCM (3 mL). The resin was 
briefly dried in vacuo and brought on to next step as is. UPLC was used to monitor full 
deprotection of the C-terminus of the resin. 
 
Standard procedure for the synthesis of the decapeptide, compound 16 and 17 
Fmoc-L-Ser-L-Ala-Allyl ester DHP resin (0.3867 mmol/g, 0.1 g) was deprotected with 
50% piperidine/DMF for 20 min and reacted with a Fmoc N-protected amino acid (3 eq.) in 
the presence of HATU (3 eq.), N,N-diisopropylethylamine (9 eq.) in DMF (1.5 mL) for at 
least 2 hours. The resin was washed after each coupling and deprotection step by shaking 5 
min in DMF (2x 3 mL) and three cycles alternatively washing 2-propanol (3 mL) or DCM 
(3 mL). In order to continue the synthesis of the chimeras and to anchor compound 11, last 
coupling was done using Nα, ε-bis-Boc-L-lysine. N-terminus Boc protected peptides were 
then deprotected on their C-terminus position following the general procedure for allyl 
protecting group removal. Compound 11 was coupled to the peptides using HATU and 
DIPEA in a 1/1 proportion to avoid side reactions.  
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Peptides were cleaved using 95% TFA, 2.5% TIPS, 2,5% H2O for at least 2 hours to 
provide a mixture of diastereoisomers 16 and 17. 
The resin suspension was filtered through cotton wool and the peptide precipitated in a 50 
mL falcon tube in Tert-butyl methyl ether at 0 ˚C. The suspension was centrifuged to a 
pellet for 20 minutes at 1500 rpm and the filtrate was removed by decantation. The pellet 
was placed under high vacuum to remove residual traces of solvent. Alternatively, the 
pellet was dissolved in water and lyophilized to a powder. Diastereoisomeric mixture was 
then purified on a Waters Mass-triggered preparative HPLC system paired with a x-
SELECT CSH Prep C18 5µm column using a 10-25% gradient of acetonitrile with 0.1% 
Formic Acid. Pure diastereoisomers were characterized on mass spectra (Waters UPLC 
system) followed by lyophilization of pure fractions and subsequently dissolved in distilled 
water prior to use. 
HRMS m/z calculated for C70H115N19O14S2:  755.9229 (M+2H+)/2, m/z observed: 755.9256 
(M+2H+)/2 
 
Standard procedure for the synthesis of the octapeptides for N-terminal attachment.  
Firstly, Fmoc-L-Ala-OH (3 eq.) was attached on Rink amide resin using [O-(7-
azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate] (HATU) and N,N-
diisopropylethylamine (3 eq.) in DMF. Loading was controlled by UV measurement 
(λ=301nm and 290nm) of dibenzofulvene using spectrophotometer and Cuvette: Hellma 
104-QS, Suprasil Quartz Z600288 10mm, 200-2500 nm (Mean Loading= 0.45 mmol/g). 
Synthesis was pursued with standard Fmoc/t-Bu protected amino acids  (3 eq.) in the 
presence of [O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate] 
HATU (3 equiv.), N,N-diisopropylethylamine (9 eq.) in DMF (5 mL). After each coupling, 
Kaiser test was done to monitor completion. Deprotection was assessed using 
50%Piperidine in DMF for 20 minutes. 
 
Incorporation of Bromoacetic acid linker.  
Symmetric 2-bromoacetic anhydride was prepared using bromoacetic acid (10 eq., 35.4 mg, 
0.255 mmol) and N,N-Diisopropylcarbodiimide (5 eq., 19.7 µL, 0.127 mmol) in DCM. The 
mixture was stirred at r.t for 15 minutes. The solution of freshly prepared symetric 2-
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bromoacetic anhydride was added onto the N-terminus deprotected resin and stirred for 30 
minutes to provide the bromo-intermediate. Completion of the reaction was monitored by 
UPLC MS. 
 
Attachment of compound 11 of the octapeptides in N-terminus position (Compound 
18).  
Compound 11 was coupled to the peptides using standard type 2 nucleophilic substitution 
in the presence of DIPEA in DMF. Compound 11 (1.5 eq. 16.2 mg, 0.038 mmoles) and 
DIPEA (6 eq., 26.4 µL, 0.152 mmoles) were added to the bromo intermediate and the 
mixture was stirred at r.t overnight to provide compound 18. 
Peptide was cleaved using 95% TFA, 2.5% TIPS, 2,5% H2O for at least 2 hours. 
The resin suspension was filtered through cotton wool and the peptide precipitated in a 50 
mL Falcon tube in tert-butyl methyl ether at 0 ˚C. The suspension was centrifuged to a 
pellet for 20 minutes at 1500 rpm and the filtrate removed by decanting. The pellet was 
placed under high vacuum to remove residual traces of solvent. Alternatively, the pellet 
was dissolved in water and lyophilized to a powder. Peptides were then purified on a 
Waters Mass-triggered preparative HPLC system paired with a x-SELECT CSH Prep C18 
5µm column using a 10-25% gradient of acetonitrile with 0.1% Formic Acid. The pure 
peptides were characterized by UPLC followed by lyophilization of pure fractions and 
subsequently dissolved in distilled water prior to use 




Cell culture.  
HEK293 cells stably expressing CXCR4 tagged with Hemagglutinin (refered as HA-
CXCR4) were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium supplemented with 10% 
FBS and 100 IU/mL penicillin, and 100µg/mL streptomycin in a 5% CO2 atmosphere. 
Cells stably expressing hCXCR4 were grown using puromycin (3 µg/mL) as a selection 
agent. At a conﬂuence of 95% in 10 cm diameter Petri dishes, cells were readily used for 
binding assays. 
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Binding affinity. 
Competitive binding assays, as previously described using 125I-CXCL12 were assessed to 
obtain IC50 values. HEK293 cells stably expressing hCXCR4 were washed with PBS and 
subjected to a freeze–thaw cycle. Broken cells were then gently scraped in resuspension 
buffer (50 mM Hepes, pH 7.4, 1 mM CaCl2, and 5 mM MgCl2), centrifuged at 3500 RPM 
for 15 min at 4 °C, and resuspended in binding buffer (50 mM Hepes, pH 7.4, 1 mM CaCl2, 
5 mM MgCl2, 140 mM NaCl, and 0.1% BSA). For competition binding assays, 1 µg of 
receptor protein were incubated for 1 h at room temperature in binding buffer with 0.03 nM 
[125I]-CXCL12 as a tracer and increasing concentrations of ligand in a final volume of 
500µL. Bound radioactivity was separated from free ligand by filtration, and a gamma 
counter quantified receptor-bound radioactivity. Radioligand binding assays were collected 
in triplicate and are presented as means ± SEMs.  
 
In vitro chemotaxis.  
Transwell cell migration assays were performed on acute lymphoblastic B-cell leukemia 
(also known as REH cells). Cells were first washed using RPMI medium, and 100000 cells, 
suspended in 25µL medium containing RPMI medium with 0.2% BSA. 100000 cells were 
seeded per well on a 96-well migration assay plates (5 µm pore size polycarbonate 
membrane; Neuroprobe ChemoTx system). Dilutions of the various peptides (in RPMI 
medium + 0.2% BSA) were added to the bottom chamber in a final volume of 29 µL. 
Neuroprobe ChemoTx system were incubated for 3h at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. 
Subsequently to incubation, the migrated cells located in the lower chamber were counted 
using a BIORAD T10 automated cell counter. Data were compiled and represented as the 
percentage of the 100000 cells initially seeded onto the plate that have migrated to the 
bottom chamber of the plate. Maxima of migration values were calculated from 3 
independent experiments, each performed in triplicate. 
 
BRET experiments 
G protein activation.  
To monitor direct G protein activation, we used the previously described protocol for G-
protein activation55. For our experiment, we used the biosensors Gαi-91-RlucII, Gβ1, and 
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GFP10-Gγ1. Biosensors were co-transfected with human HA-CXCR4 or HA-CXCR4 
N119S in HEK293 cells using polyethylenimine in 100-mm dishes seeded with 3 × 106 
cells. 24h post-transfection, 100000 cells per well were distributed in a 96-well microplate. 
48 hours after transfection, cells were washed with HBSS complemented with 0.1% BSA 
and then, incubated with various concentrations of CXCL12 or chimeras (10–12 to 10–5 M) 
for 7 minutes and then completed with coelenterazine-400A to a final concentration of 
5µM. Plate read out were obtained using a M1000 plate reader where the BRET2 filters 
were set to monitor the emission ratio (ratio of GFP10 emission at 515 nm over emission of 
RlucII at 400 nm)  
EC50 values were calculated from three independent experiments, each performed in 
triplicate. 
 
pA2 experiments monitored by BRET.  
Gαi-91-RlucII, Gβ1, and GFP10-Gγ1 were cotransfected with human HA-CXCR4 in 
HEK293 cells using polyethylenimine in 100-mm dishes seeded with 3 × 106 cells. 24h 
post-transfection, 100,000 cells per well were distributed in a 96-well microplate. 48 hours 
after transfection, cells were washed with HBSS complemented with 0.1% BSA and then, 
incubated for 7 minutes with various concentrations of CXCL12 (10–12 to 10–5 M) and fixed 
concentrations of antagonists between 10 and 100 nM. 
All wells were completed with coelenterazine-400A to a final concentration of 5µM and 
plates were immediately read out on a M1000 plate reader where the BRET2 filters. 
pA2 values were calculated from 3 independent experiments each performed in triplicate 
using Schild method and the equation log (dose ratio – 1) = log([B]) – log(kB).  Schild 
curves were plotted using GraphPad Prism 6 and pA2 values were obtained when log (dose 
ratio – 1) = 0 
 
β-arrestin2 recruitment assay.  
BRET-β-arrestin2 recruitment experiments, were done like described previously with G 
protein activation. Briefly, HEK293 cells were co-transfected with CXCR4-RLuc3 or 
CXCR4-RLuc3 N119S and GFP10-β-arrestin-2. 48 hours after transfection, cells were 
incubated with various concentrations of CXCL12 or chimeras (10–12 to 10–5 M) for 20 
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minutes and then completed with coelenterazine-400A. Plate read out were obtained using 
a M1000 plate reader where the BRET2 filters were set to monitor the 515 nm/400 nm 
emission ratio. 
EC50 values were calculated from three independent experiments, each performed in 
triplicate. 
 
Molecular dynamic simulations 
The isomers of compound 11 and 12 were manually generated from the crystal structure of 
IT1t using the “Build” function in PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, 
Version 1.7 Schrödinger, LLC.) and parametrized for the Gromos 54A7 forcefield using the 
Automated Topology Builder.56 The ligands were manually docked in the CXCR4 receptor 
by superposition over the IT1t molecule in the crystal structure of CXCR4 in complex with 
IT1t33 (PDB code 3oe6). The receptor-ligand complexes were solvated using the SPC water 
model.57 Sodium and chlorine atoms were added at random positions, replacing water 
molecules, to keep the net charge of the system at 0 and provide an approximate 
concentration of 150 mM NaCl. The GROMACS software58-61 was used to run the MD 
simulations with the Gromos 54a7 forcefield. Simulations were performed for a total of 2 
nanoseconds (with 2 femtoseconds time steps) under NPT conditions, using the V-rescale 
thermostat and Berendsen barostat.62 The systems were gradually heated from 0 K to 310 K 
during the first 500 picoseconds. Position restraints were applied to the backbone atoms of 
the receptor during the MD simulations. 
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Discussion  
Le récepteur CXCR4 et sa chimiokine CXCL12 sont impliqués dans une 
multitude de processus physiologiques et physiopathologiques. L’étude des 
voies de signalisation découlant de l’activation de CXCR4 par CXCL12 est 
entreprise depuis longtemps, néanmoins l’étude des déterminants régissant 
l’activation du CXCR4 est beaucoup moins explicitée. Notre étude visait à 
élucider les déterminants moléculaires impliqués dans l’activation du 
CXCR4, à identifier les interactions clés qui gouvernent l’efficacité et in fine 
à améliorer l’efficacité chimiotactique d’agonistes du CXCR4.  
Par la suite, notre étude s’est davantage concentrée sur le design d’un 
modèle basé sur les structures cristallines du CXCR4 afin de corréler les 
données pharmacodynamiques. Enfin, à long terme, le projet visait au 
développement d’une classe de molécules hybrides (chimères 2.0) plus 
drug-like. 
 
La cristallisation du CXCR4 avec une chimiokine virale en 2015 a permis de 
mieux comprendre et de mieux rationnaliser nos résultats et, de tirer des 
conclusions pour mieux expliquer nos observations. Les différences entre les 
structures cristallines de 2010 et 2015 résultant de la différence de modes de 
liaison des ligands co-cristallisés, ont permis d’ouvrir la voie à une meilleure 
compréhension des multiples états conformationnels du CXCR4. Dans cette 
section, nous allons discuter des observations fonctionnelles et les corréler 
aux observations structurales. 
Par ailleurs, des résultats additionnels non publiés seront discutés 
notamment sur les différences observées dans notre modèle cellulaire 
exprimant de façon endogène le récepteur CXCR4 (Lymphocyte pré-B) et 
les données de la littérature obtenues avec les cellules Jurkat (Lymphocyte 
T) et les neutrophiles. 
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Pertinence du modèle suggéré pour l’activation du CXCR4 
La recherche académique et industrielle au cours des dernières décennies, 
a permis de générer des informations capitales sur la base structurale des 
RCPG et sur leurs modes d’activation cependant ces données restent 
limitées et ne s’appliquent pas à tous les RCPG. Les structures cristallines du 
CXCR4 permettent d’avoir une vue globale du récepteur mais ne 
permettent pas de mettre en évidence les déterminants structuraux 
impliqués dans l’activation de celui-ci. En dehors de ces structures 
cristallines, il est nécessaire de développer d’autres outils ciblant le CXCR4 
pour acquérir des informations structurales que l’on peut corréler aux 
données fonctionnelles. 
Avec comme point de départ l’alanine scan,  et en combinaison avec des 
essais de liaison et des essais fonctionnels (Gαi/o et chimiotaxie) sur ces 
composés, il a été possible de mettre en évidence quatre positions 
cruciales dans l’activation du CXCR4. Le rôle de certains de ces résidus 
dans l’activation du CXCR4 par CXCL12 avaient été préalablement abordé 
mais pas de manière approfondie (Crump et al., 1997; Heveker et al., 1998; 
2001). 
Dans l’optique d’augmenter l’efficacité chimiotactique des chimères 
peptidiques, nous avons décortiqué les interactions favorables en position 3 
et position 7 et observé la présence en position 3 d’un site affectant 
positivement l’affinité et l’efficacité tandis qu’en position 7, seule l’efficacité 
est modulée. 
Basé sur ces données, nous avons généré un modèle pour tenter de 
rationnaliser les résultats fonctionnels et mieux comprendre comment les 
interactions entre le N-terminus du CXCL12 et le CXCR4 modulent 
l’activation. Les structures cristallines du CXCR4 publiées au cours de mon 
doctorat constituent un point de départ pour mieux comprendre comment 
la structure du CXCR4 dicte les propriétés fonctionnelles uniques de cette 
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protéine complexe. Certaines études démontrent que la modélisation de 
RCPG par homologie à l’aide de données expérimentales permet de 
générer des structures de qualité comparable aux structures 
cristallographiques (Kufareva et al., 2011; Fillion et al., 2013; Zhang et al., 
2015). 
Dans le premier article, nous avons pu développer une rationnelle autour 
du mode d’activation du CXCR4 grâce à la RSA des agonistes chimériques, 
et de l’emphase que l’on a pu mettre sur plusieurs résidus cruciaux dans 
l’activation de ce récepteur. L'activation des RCPG se produit 
probablement par une série de changements conformationnels appelés 
interrupteurs moléculaires. Dans cette étude, la mise en évidence d’un 
interrupteur moléculaire entre les TM3 et TM7, plus précisément un pont salin 
ou un pont H entre les résidus Tyr1163.32 et  Glu2887.39 constitue un point de 
départ pour expliquer le mode d’activation du CXCR4. 
Si l’on compare avec d’autres RCPG de la classe A, un mécanisme 
similaire, couramment appelé le lock 3-7, existe dans plusieurs RCPG 
comme la Rhodopsine. Dans le cas de la Rhodopsine, l’ouverture du lock 3-
7 est d’ailleurs considérée comme un des premiers évènements de 
l’activation (Kim et al., 2004). D’autres récepteurs comme le récepteur à la 
dopamine D3(Chien et al., 2010), le récepteur à l’histamine H1(Shimamura 
et al., 2011) ou encore les récepteurs opioïdergiques (Granier et al., 2012; 
Manglik et al., 2012; Thompson et al., 2012; Wu et al., 2012) présentent 
également cet interrupteur moléculaire. 
Le récepteur CXCR4 est très proche structuralement de la sous-famille des 
récepteurs opioïdergiques et bien que leurs ligands soient drastiquement 
différents, des études montrent que la liaison des agonistes des récepteurs 
µ-opioid, δ-Opioid et κ-opioid entraine une rupture du pont hydrogène 
entre les résidus Asp3.32 et Tyr7.43 des TM3 et TM7. En revanche, cet effet n’est 
pas observé avec les antagonistes opioïdergiques tels que le butorphanol, 
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le naltrexone, le naltrindole ou le norBNI (Kolinski and Filipek, 2008; 2009; 
2010). Comme observé dans les récepteurs aux opioïdes, l’interaction entre 
les résidus Tyr1163.32 et  Glu2887.39 est stable dans un récepteur sans ligand 
(Apo). Ces divers éléments convergent vers la validation de notre modèle 
cependant il serait intéressant de regarder la distance entre ces résidus 
chez les mutants constitutivement actifs (N119S) (Zhang et al., 2002) et 
inactifs (N119K) (Berchiche et al., 2006) du CXCR4, de manière comparable 
à l’étude du récepteur de type 1 de l'angiotensine II (Cabana et al., 2013). 
Les données de dynamique moléculaire avec les chimères peptidiques 
T140-(CXCL12) corrèlent parfaitement avec les observations faites avec le 
modèle par homologie du CXCL12  dans le cristal de 2015.  On retrouve les 
mêmes interactions critiques entre le N-terminus du CXCL12 et le CXCR4, 
comme avec les résidus Asp972.63, Asp187ECL2, Tyr1163.32 et Glu2887.39. Si l’on 
regarde les études de modélisation avec l’antagoniste synthétique du 
CXCL12 (CXCL12-(P2G)),  on remarque que celui-ci ne fait pas d’interaction 
avec la Tyr1163.32 ce qui renforce l’importance du rôle de ce résidu dans 
l’activation du CXCR4 (Qin et al., 2015). Similairement, les chimères T140-
(CXCL12) modifiées en position 2 sont non fonctionnelles ce qui tend à 
renforcer le modèle. Il est à noter que les expériences de mutagénèse 
dirigée de Brelot (Brelot, 2000) au niveau du site II démontrent également 
que ces mêmes résidus sont d’une importance capitale pour l’activation 
du CXCR4. Bien que le DTM3 soit considéré comme majeur pour la structure 
et la fonction des RCPG, les données cristallographiques sur le DTM3 du 
CXCR4 restent limités et dans aucun des deux structures cristallines les 
auteurs n’abordent les interactions favorables avec les résidus de ce DTM 
(Wu et al., 2010; Qin et al., 2015).  
Bien que les données convergent vers une validation de notre modèle 
d’activation du CXCR4, il est nécessaire de rappeler que les études de 
dynamique moléculaire ont été réalisées avec une conformation inactive 
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du récepteur. Par conséquent, d'autres études structurales s’avèrent 
nécessaires pour élucider d’autres mécanismes potentiels d'activation et 
raffiner notre modèle. Nous pourrions ainsi mettre à jour des mécanismes 
subséquents à la rupture du lock 3-7 tel qu’il a été démontré avec les 
récepteurs opioïdergiques. En effet, suite a la rupture du pont hydrogène 
entre les TMD3 et TMD7, une continuité dynamique mène à l’activation 
du CWxP rotamer toggle switch encore appelé interrupteur de transmission 
et au mouvement du Trp6.48 vers la Pro5.50. L’ensemble conduit à une 
réorganisation des interfaces des DTM3-5-6 (Kolinski and Filipek, 2008; 2009; 
2010). Même s’il n’existe pas de modèle commun d’activation, les 
similitudes structurales entre CXCR4 et les récepteurs opioïdergiques 
tendent à supporter cette hypothèse.   
En outre, les récents travaux de Wescott semblent valider les données 
obtenues par dynamique moléculaire. Basé sur des résultats de 
mutagénèse combinés à des essais fonctionnels (relâche calcique, essais 
de liaison, trafic intracellulaire et expression membranaire) et à de la 
vérification conformationnelle (anticorps spécifique pour des épitopes du 
CXCR4), ce groupe propose un modèle d’activation du CXCR4, de la 
liaison du CXCL12 au couplage de la protéine G. Leur modèle met en 
évidence les interrupteurs impliqués dans l’activation du  récepteur CXCR4 
dont l’initiation de l’activation débute par les résidus Tyr1163.32 et Glu2887.39 
entre autres.  On retrouve également parmi les résidus critiques pour 
l’initiation de l’activation du CXCR4, le résidu Tyr451.39 faisant partie de 
l’environnement hydrophobe de la Valine en position 3 du CXCL12. Une 
meilleure interaction entre la Tyr451.39 et les chimères modifiées en position 3 
(ex : Bpa, StyrylAlanine) expliqueraient la meilleure activation du récepteur. 
Après activation du lock 3-7, on retrouve dans ce modèle, le CWxP rotamer 
toggle switch qui favorise la propagation du signal et la rupture en aval, de 
la barrière hydrophobe formée par les résidus Phe2486.44, Leu2466.42, 
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Ile2456.41, Leu2446.40 et Val2426.38. Cette barrière hydrophobe formée par ces 
résidus relie les divers motifs structuraux de signalisation et sa rupture 
favoriserait la liaison à la protéine G. 
Bien que cette étude valide la théorie d’activation par le lock 3-7, le 
modèle obtenu par dynamique moléculaire présente une limite qui 
découle directement de l’utilisation de la structure cristalline du CXCR4 de 
2015 et de l’irréversibilité du complexe covalent entre le v-MIPII et le CXCR4. 
Ce lien covalent induit préférentiellement une conformation du récepteur 
et force ainsi le positionnement de la pochette de liaison du v-MIPII (Qin et 
al., 2015). 
De plus, les RCPG sont des protéines flexibles qui sont capables de 
présenter un large spectre de conformations, celles-ci varient en fonction 
des ligands mais aussi de l'environnement lipidique et de la présence de 
diverses protéines d’interaction. Plusieurs études s’intéressent à l’effet de la 
composition de la membrane sur les processus d’activation des RCPG mais 
ce domaine de recherche reste cependant à ses débuts (Yang, 2005; 
Escribá et al., 2007). Les processus de cristallisation sont des modèles 
simplifiés qui ne miment pas parfaitement le milieu environnant des RCPG. Il 
est connu que les processus de cristallisation des RCPG se font dans un 
environnement lipidique très différent des conditions physiologiques. 
 
Différences fonctionnelles entre les chimères T140-(CXCL12) et CXCL12 
 
D’un point de vue fonctionnel, les chimères ne semblent pas capables 
d’induire le recrutement de la β-arrestine 2 contrairement au CXCL12 
(Figure 20). Par des interactions avec les protéoglycanes à la surface des 
cellules (Johnson et al., 2005), la partie C-terminale a une contribution 
majeure à la liaison ce qui suppose qu’elle tend à stabiliser le complexe 
CXCL12-CXCR4. Les chimères présentent en moyenne 1 à 2 unités 
logarithmiques de différence en affinité, ce qui suggère une moins bonne 
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stabilisation de certaines conformations. Étant donné, les différences 
structurales entre les chimères et le CXCL12, ce biais signalétique suggère 
une contribution du C-terminal du CXCL12 dans la stabilisation d’une 
conformation favorable au recrutement de la β-arrestine 2 (Shukla et al., 
2008; Lefrançois et al., 2011). Le biais signalétique des chimères leurs 
confèrent une place de choix pour explorer des états conformationnels du 
CXCR4 où la signalisation serait biaisée (Bonde et al., 2010; Cabana et al., 
2015). 
Le switch 3-7 moléculaire semble contribuer à l’activation de la voie  Gαi/o 
ainsi qu’à l’activation de la voie intégrative chimiotactique mais ne semble 
pas important pour le recrutement de la β-arrestine 2. Il est également 
probable que les activations subséquentes soient différentes et qu’elles ne 
mènent pas au recrutement de la β-arrestine 2. 
Bien que les chimères ne soient pas capables de recruter la β-arrestine 2, 
elles induisent de la migration cellulaire et certaines sont même des 
chimioattractants plus efficaces que le CXCL12.  La meilleure activation de 
la voie chimiotactique pourrait s’expliquer par le biais signalétique induit 
par les chimères sur la voie β-arrestine 2 (ex : Chimère 24, Figure 20). En 
effet, des études d’invalidation génique transitoire de la β-arrestine 2 dans 
des cellules HEK293 conduit à une augmentation du flux calcique induit par 
le CXCL12 mettant en relief le rôle de la β-arrestine 2 dans la 
désensibilisation du CXCR4 (Busillo et al., 2010). Il est donc légitime de 
penser que le non recrutement de la β-arrestine 2 par les chimères T140-
(CXCL12) puisse avoir un effet similaire en augmentant l’activité de la voie 
chimiotactique. Ceci est comparable à l’effet observé avec le TRV130 sur 
le récepteur µ-opioïde. En favorisant la voie dépendante de la protéine G, 
ce ligand induit un faible recrutement des β-arrestines et une faible 
désensibilisation du récepteur avec pour effet une augmentation de l’effet 
analgésique µ-dépendant (DeWire et al., 2013). 
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Cependant, nos résultats sont en contradiction directe avec les 
observations du groupe de Sun qui montrent dans des cellules HeLa que 
l’invalidation génique de la β-arrestine 2 abolit complètement la 
chimiotaxie (Sun et al., 2002).  Ces différences pourraient être attribuables 
au modèle cellulaire et il serait donc pertinent de caractériser également 
les chimères T140-(CXCL12) dans ce modèle. Si la β-arrestine 2 est requise 
dans la migration des cellules HeLa, nous nous attendrions donc à ce que 
nos chimères ne provoquent aucune migration. Le phénomène de 
migration faisant suite à l’activation du CXCR4 semblerait donc être 




Figure 20 : Suivi du recrutement de la β-arrestine 2 induit par CXCL12 et la 
chimère H-KP(StyrylAla)SLSYRSA-ε-K14-T140 (analogue 24, Mona et al. J. 
Med. Chem. 2016) par Bioluminescence Resonance Energy Transfer 
La chimiotaxie est une voie de signalisation intégrative cruciale pour la 
réponse immune, et bien qu’elle soit largement étudiée dans le CXCR4, des 
différences notables en fonction du type cellulaire sont observées. Plusieurs 
études précédentes ont démontré une contribution positive des voies 
βγ/PI3K/ERK1/2 à la chimiotaxie via CXCR4 induite par CXCL12 (Sotsios et al., 
1999). L’étude du rôle de la voie ERK1/2 dépendant de la voie PI3K dans 
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des cellules Jurkat par l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques 
(PD098059) a permis de montrer que cette voie avait un important rôle 
dans la chimiotaxie dans des cellules Jurkat.  
Afin de tester l’effet de l’inhibition des ERK1/2 sur la chimiotaxie dans notre 
modèle de cellules REH en réponse au CXCL12, nous avons réalisé des 
essais de migration de type Transwell. Nous avons placé dans le puits 
inférieur du Transwell la concentration de CXCL12 induisant un maximum de 
migration (soit 1 nM) en présence de UO126 (10 µM) un inhibiteur de la voie 
ERK1/2 similaire au PD098059. Nos résultats dans des cellules REH montrent 
que la voie ERK1/2 aurait un rôle neutre dans la chimiotaxie. L’inhibition 
pharmacologique par le UO126, n’entraine aucune différence sur la 
chimiotaxie induite par CXCL12 (Figure 21). 
 
Figure 21 : Effet de l'inhibition de la voie MEK-ERK par le UO126 sur la 
chimiotaxie induite par CXCL12 dans des essais de migration Transwell 
 
Le groupe de Smrcka (Surve et al., 2014) a récemment montré par 
l’utilisation du Surfen, un activateur spécifique de la voie βγ, et de la Gallein, 
un inhibiteur de la voie βγ, que l’activation de βγ était suffisante pour induire 
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de tester l’effet de l’inhibition de la voie βγ sur la chimiotaxie induite par 
CXCL12, nous avons réalisé des essais de chimiotaxie en incubant des 
cellules REH avec 10 µM de Gallein pendant 15 minutes et en conservant la 
Gallein dans notre milieu de migration (Figure 22).  
Nos résultats dans des cellules REH montrent que la voie βγ aurait un rôle 
inhibiteur dans la chimiotaxie des REH médiée par CXCL12. L’inhibition 





Figure 22 : Effet de l'inhibition de la voie βγ par la Gallein sur la chimiotaxie 
induite par CXCL12 dans des essais de migration de type Transwell 
 
Pour vérifier si l’activation de la voie βγ avait un effet négatif sur la 
chimiotaxie, nous avons réalisé des essais de chimiotaxie en utilisant soit le 
CXCL12 seul (1 nM), soit le Surfen seul (10 µM) ou un mélange 
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montrent que la voie βγ aurait un rôle inhibiteur dans la chimiotaxie des REH 
médiée par CXCL12. L’activation de la voie βγ par le Surfen induit même 




Figure 23 : Effet de l'activation de la voie βγ par le Surfen sur la chimiotaxie 
induite par CXCL12 dans des essais de migration de type Transwell 
 
Si l’on analyse nos résultats dans notre modèle cellulaire de chimiotaxie, on 
observe une dichotomie avec la littérature. La voie des ERK1/2 ne semble 
pas avoir une contribution dans la chimiotaxie et la voie βγ semble se 
comporter comme un frein pour la chimiotaxie. Ces résultats montrent qu’il 
est nécessaire de confronter nos résultats à d’autres paradigmes 
expérimentaux pour évaluer le potentiel chimiotactique de nos molécules 
dans d’autres phénotypes cellulaires. Similairement à l’étude sur la β-
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Évaluation des chimères et des agonistes inverses sur la voie Gα13 sur le 
récepteur CXCR4 de type sauvage et le CXCR4 mutant (N119S) 
 
Une des limites des études présentées dans les deux articles est l’absence 
de l’évaluation des composés sur la voie Gα13. Plusieurs groupes rapportent 
l’activation de la voie Gα13 et des voies de signalisation subséquentes par le 
duo CXCR4/CXCL12 (Quoyer et al., 2013). La voie Gα13 est impliquée dans 
la plupart des processus qui régissent la réorganisation du cytosquelette 
pour favoriser la contractilité, la mobilité et l’adhésion des cellules à la 
matrice extracellulaire. 
Plusieurs méthodologies pourraient être utilisées pour évaluer les chimères et 
les agonistes inverses décrits, sur la voie Gα13. Le BRET apparaît comme une 
méthode de choix pour cribler l’efficacité des chimères et des agonistes 
inverses sur cette voie.  Le comportement chimiotactique des chimères 
T140-(CXCL12) laisse supposer un potentiel agoniste sur la voie Gα13. 
Il serait pertinent de comparer leur efficacité sur la voie Gα13 par rapport au 
CXCL12, ces données additionnelles pourraient permettre de comprendre 
le meilleur comportement chimiotactique des chimères  T140-(CXCL12). 
L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ciblant les voies de signalisation 
en aval de Gα13 (comme l’inhibiteur de ROCK, Y27632) dans des essais de 
chimiotaxie de type Transwell avec les cellules REH et les chimères T140-
(CXCL12) permettrait de générer des données additionnelles différenciant 
ou rapprochant le comportement des chimères à celui du CXCL12.  
Les agonistes inverses décrit dans l’article 2, pourraient également être 
évaluer dans un essai de BRET avec le biosenseur Gα13 et le récepteur 
mutant CXCR4 (N119S). 
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Développement d’une plateforme non peptidique et de molécules 
chimériques 2.0 
Dans l’objectif d’améliorer les paramètres pharmacocinétiques de nos 
chimères pour une potentielle utilisation in vivo, nous avons conçu et 
synthétisé un déterminant non peptidique pour remplacer le T140. Afin de 
mimer le mode de liaison à deux sites, avec un site de haute affinité et un 
site modulant l’efficacité, nous avons considéré les molécules présentant 
une affinité dans le nanomolaire pour le CXCR4. Le IT1t, développé par 
Novartis fut co-cristalllisé avec le CXCR4 ; c’est une petite molécule qui 
présente des propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques très 
intéressantes.  
Pour ancrer le N-terminus du CXCL12, nous avons imaginé une 
fonctionnalisation du IT1t au niveau d’un de ses groupements méthyle.  
Nous avons introduit un groupement amine comme point d’ancrage et 
généré MEX4. L’introduction de charge ou le retrait de charge peut dans 
certaines structures conduire à une transition agoniste-antagoniste. En effet 
les résultats pharmacodynamiques sur les chimères T140 montrent que la 
substitution de la lysine en position 1 par un équivalent synthétique non 
chargé conduisait à une abolition complète des effets fonctionnels médiés 
par CXCR4.  Nous avons donc voulu nous assurer que l’introduction d’une 
charge positive additionnelle sur le IT1t n’induisait pas une transition 
antagoniste-agoniste. La caractérisation complète du MEX4 sur le 
récepteur de type sauvage et sur le mutant constitutivement actif N119S a 
permis de mettre en évidence que celui-ci se comporte comme un 
agoniste inverse de manière similaire au T140.  
Avec le complexe CXCR4-IT1t décrit par Wu (Wu et al., 2010) et avec le 
modèle d'homologie récente avec CXCL12 sur la base du cristal publié 
avec la chimiokine virale v-MIPII mettant en évidence les sous-pochettes 
impliquées dans les deux étapes de liaison du CXCL12, nous avons pu 
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constater que IT1t occupe la même région que l'extrémité N-terminale de 
CXCL12. IT1t est impliqué dans plusieurs interactions avec des résidus 
chargés du récepteur CXCR4 comme Asp972.63 et Glu2887.39 qui 
interagissent avec la lysine en position N-terminale du CXCL12 (Figure 24). 
Étant donné l’importance de l’interaction de la Lysine en position 1 dans 
l’activation, le IT1t semble bloquer une interaction cruciale pour l’activation 
du CXCR4. Dans notre étude précédente, nous avons pu mettre en 
évidence un interrupteur moléculaire entre les TM3 et TM7, un pont salin 
entre les résidus Tyr1163.32 et  Glu2887.39 rompu lors de l’activation du CXCR4. 
Il est probable que le IT1t par son positionnement stabilise cette interaction. 
Les données structurales avec le IT1t, supportent cette théorie puisque le 
IT1t interagit avec ces deux résidus et les maintient à une distance de 12 Å 
similaire à l’agoniste inverse peptidique CVX15 (comparable au T140). De 
plus, les travaux de Wescott supportent cette théorie puisque le IT1t  
interagit directement avec les résidus de l’interrupteur impliqués dans 
l’initiation de l’activation du CXCR4. 
 
 
Figure 24: Interactions entre le IT1t et le CXCR4 
A.! Pochette de liaison du IT1t dans le CXCR4. 
B.! Interactions clés entre CXCR4 et IT1t. 
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Pour rajouter un niveau de validation à notre modèle d’activation, il serait 
intéressant de faire de la modélisation avec le mutant constitutivement 
actif N119S pour voir si lorsque l’on insère le IT1t ou le MEX4, il y a un 
rapprochement des TM3 et TM7 et reformation du lock 3-7 ce qui amènerait 
à l’inactivation du récepteur. 
En outre, vue que nous avons montré avec nos chimères T140 que la 
rupture du lock 3-7 n’est pas suffisante pour permettre le recrutement de la 
β-arrestine 2 et que le mutant constitutivement actif N119S permet 
l’activation non seulement de la voie Gαi/o mais aussi le recrutement de la 
β-arrestine 2, il serait intéressant de comparer ces deux systèmes 
d’activation avec nos chimères T140-CXCL12, IT1t / MEX4 et le CXCL12. Ces 
données pourraient permettre de mieux interpréter les mouvements du 
récepteur menant à l’activation ou l’inactivation des voies de signalisation. 
Ces données permettraient également de savoir quel interrupteur 
moléculaire serait responsable de l’activation du recrutement de la β-
arrestine 2.  
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Conclusions 
 
Dans le cadre de ce projet de doctorat, nous avons pu mettre de 
l’emphase sur l’importance de plusieurs résidus dans l’activation du 
récepteur CXCR4. Nous avons apporté des éléments nouveaux sur la RSA 
notamment les résidus en position 3 et 7 de nos chimères ont une très 
grande importance pour moduler l’affinité et/ou l’efficacité. 
Notre étude démontre le potentiel pharmacophore du domaine N-terminal 
et fournit les outils pour moduler l'activité biologique de chimères agonistes 
du CXCR4. Également, nos résultats suggèrent qu’il y aurait une corrélation 
entre l’activation de la voie Gαi/o et la migration mais des expériences 
supplémentaires sont requises pour le confirmer. 
Nous avons pu également développer un modèle par homologie en nous 
basant sur la structure cristalline du CXCR4 et proposé un mode 
d’activation du CXCR4 basé sur des expériences de dynamique 
moléculaire. Nous proposons un mouvement des résidus Tyr1163.32 et 
Glu2887.39 des DTM3 et DTM7 comme point de départ pour l’activation du 
CXCR4. Les données structurales avec l’agoniste inverse non peptidique 
IT1t, supportent cette théorie puisque le IT1t interagit avec ces deux résidus 
et les maintient à une distance de 12 Å similaire à l’agoniste inverse 
peptidique CVX15 (comparable au T140). 
Nos données constituent un apport sur un des états actifs du CXCR4 mais 
seul le mariage des méthodes biophysiques et biochimiques associés à la 
cristallographie fournira une compréhension complète de l’activation du 
CXCR4. 
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Figure S1. Gi activation/dissociation from  βγ by CXCR4 for analogs 2-11. 
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Figure S12. Model of hCXCR4 in complex with ligand 2. The receptor backbone is shown 
in pale green. Compound 1 moiety is shown in orange stick while CXCL12 N-terminus is 
shown in grey stick.
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2 H-KPVSLSYRSA-K14-T140 3095,6651 620.340838 620.3436 95% 1.833 
3 H-APVSLSYRSA-K14-T140 3038,6072 608.929268 608.9313 95% 2.652 
4 H-KAVSLSYRSA-K14-T140 3069,6494 615.137707 615.1381 95% 1.875 
5 H-KPASLSYRSA-K14-T140 3067,6338 614.7346 614.7356 95% 1.833 
6 H-KPVALSYRSA-K14-T140 3079.6701 617.141855 617.1429 95% 2.478 
7 H-KPVSASYRSA-K14-T140 3053.6181 611.931446 611.9312 95% 1.791 
8 H-KPVSLAYRSA-K14-T140 3079.6701 617.141855 617.1429 95% 2.478 
9 H-KPVSLSARSA-K14-T140 3003,6388 601.935590 601.9357 95% 1.791 
10 H-KPVSLSYASA-K14-T140 3010.6011 603.328044 603.3296 95% 2.696 
11 H-KPVSLSYRAA-K14-T140 3079,6701 617.141855 617.1442 95% 2.478 
12 H-(Nle)PVSLSYRSA-K14-T140 3080,6542 617.388661 617.3419 95% 2.783 
13 H-PVSLSYRSA-K14-T140 2967,5701 594.721845 594.7220 95% 2.609 
14 H-KpVSLSYRSA-K14-T140 3095,6651 620.340838 620.3425 95% 1.916 
15 H-K(Aic)VSLSYRSA-K14-T140 3157,6807 632.743972 632.7468 95% 2.696 
16 H-K(Tic)VSLSYRSA-K14-T140 3157,6807 632.743973 632.7456 95% 1.916 
17 H-VSLSYRSA-K14-T140 2870,5173 575.311292 575.5137 95% 2.565 
18 H-KP(N-Methyl-Val)SLSYRSA-K14-T140 3109,6807 623.143969 623.1464 95% 1.916 
19 H-KP(Tle)SLSYRSA-K14-T140 3109,6807 623.143969 623.1453 95% 1.875 
20 H-KP(Trp)SLSYRSA-K14-T140 3182,676 637.743020 637.7464 95% 1.917 
21 H-KP(2Nal)SLSYRSA-K14-T140 3193,6807 639.943974 639.9468 95% 2.954 
22 H-KP(Bpa)SLSYRSA-K14-T140 3247,6913 650.746089 650.7485 92% 2.826 
23 H-KP(AnthrylAla)SLSYRSA-K14-T140 3243.6964 649.947107 649.9499 95% 2.870 
24 H-KP(StyrylAla)SLSYRSA-K14-T140 3169,6807 635.1440 635.1450 95% 1.958 
25 H-KP(PyrenylAla)SLSYRSA-K14-T140 3267,6964 654.947567 654.9504 95% 3.609 
26 H-KP(N-Methyl-Phe)SLSYRSA-K14-T140 3157,6807 632.743972 632.7424 95% 2.609 
27 H-KPVSLSY(PEG)3-K14-T140 2984,6106 598.1229949 598.1326 95% 2.696 
28 H-KP(Bpa)SLSY(PEG)3-K14-T140 3136,6368 628.5352 628.5388 95% 2.913 
29 H-KPVSLSFRSA-K14-T140 3079.6701 617.141855 617.1428 95% 2.478 
30 H-KPVSLS(NH2-Phe)RSA-K14-T140 3094,681 620.144033 620.1462 95% 1.875 
31 H-KPVSLS(I-Phe)RSA-K14-T140 3205,5668 642.321185 642.3240 95% 2.782 
32 H-KPVSLS(F-Phe)RSA-K14-T140 3097,6607 620.739971 620.7423 95% 2.652 
33 H-KPVSLS(Tyr-O-Bzl)RSA-K14-T140 3185,712 638.350234 638.3529 95% 2.739 
34 H-KPVSLS(NO2-Phe)RSA-K14-T140 3124,6552 626.138869 626.1409 95% 2.214 
35 H-KPVSLS(Bpa)RSA-K14-T140 3183,6964 637.947104 638.1506 95% 2.783 
 
 
Table S1. Table of HRMS and Purity 
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Scheme S2.  Chemical structure of the reported CXCR4 ligands. (A) Compound 36 
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Compound 2 
	


































































780.0818.9 952.8860.8 1004.7 1035.8 1091.1 1174.4


























































1015.9 1090.1 1297.7 1671.11332.4 1619.4 1933.6 2060.1

























































































































































































































































































































































































































































766.4 986.7862.5882.7 1021.3 1162.3




















UPLC-MS of compound 10 
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UPLC-MS of compound 13 
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Compound 14 
	

















UPLC-MS of compound 14 
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UPLC-MS of compound 16 
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UPLC-MS of compound 17 
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UPLC-MS of compound 19 
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UPLC-MS of compound 20 
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UPLC-MS of compound 21 
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UPLC-MS of compound 22 
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UPLC-MS of compound 23 
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UPLC-MS of compound 24 
 	
Time




















































837.8 917.6 1053.6997.6 1134.3 1153.8





































































1091.3847.5 861.3 938.8 1074.91009.9
1129.0
1168.0





































































818.1 878.3 1037.4927.9 1114.9 1189.1






















































































UPLC-MS of compound 28 
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Compound 30 
	

















UPLC-MS of compound 30 
 	
Time









































815.0 962.3944.8 981.6 1109.3 1126.0




















UPLC-MS of compound 31 
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UPLC-MS of compound 35 
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Table S1. Table of HRMS and Purity 
 


















Fig. S1 Effect of CXCl12, IT1t, MEX4, and GEX4 on HEK293 cells expressing the human 
HA-tagged CXCR4 receptor. A. Concentration-response curves for the Gαi pathway and B. 
Concentration-response curves for β-arrestin-2 recruitment. 
  



















Fig. S2 Competition binding assay with 125I-CXCL12 of CXCL12, compound 16, and 
compound 17 on HEK293 cells stably expressing the human HA-tagged CXCR4 receptor. 



















Fig. S3 Concentration-response curves for the Gαi pathway. Effect of CXCL12, compound 
16, and compound 17 on HEK293 cells expressing the human HA-tagged CXCR4 receptor. 
  





























Fig. S4 Chemotaxis assay. Effect of CXCL12, compound 16, and compound 17 on 
migration of pre-B lymphocytes using Transwell migration assays.  



















Fig. S5 Competition binding assay with 125I-CXCL12 of CXCL12 and compound 18 on 
HEK293 cells stably expressing the human HA-tagged CXCR4 receptor. 
  



















Fig. S6 Concentration-response curves for the Gαi pathway. Effect of CXCL12  and 
compound 18 on HEK293 cells expressing the human HA-tagged CXCR4 receptor. 



















Fig. S7 Chemotaxis assay. Effect of CXCL12 and compound 18 on migration of pre-B 
lymphocytes using Transwell migration assays.  



















Fig. S8 Concentration-response curves for the Gαi pathway in the pA2 experimental 
paradigm. Effect of fixed concentrations of compound 18 on concentration-response curves 
of CXCL12 on HEK293 cells expressing the human HA-tagged CXCR4 receptor. 
  















Fig. S9 Concentration-response curves for the Gαi pathway. Effect of CXCL12, T140 and, 
compounds 16, 17, and 18, on HEK293 cells expressing the constitutively active mutant of 
the human HA-tagged CXCR4 receptor CXCR4-N119S). 
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